Identification et caractérisation des complexes transcriptionnels de la protéine TWIST1 essentiels à la progression tumorale by Jacqueroud, Laurent
Identification et caracte´risation des complexes
transcriptionnels de la prote´ine TWIST1 essentiels a` la
progression tumorale
Laurent Jacqueroud
To cite this version:
Laurent Jacqueroud. Identification et caracte´risation des complexes transcriptionnels de la
prote´ine TWIST1 essentiels a` la progression tumorale. Cancer. Universite´ Claude Bernard -
Lyon I, 2015. Franc¸ais. <NNT : 2015LYO10054>. <tel-01163314>
HAL Id: tel-01163314
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01163314
Submitted on 12 Jun 2015
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de





































??????????????????? ? ? ? ??????????
??????????????????? ? ? ? ???????????
??????????????????? ? ? ? ???????????
??????????????????? ? ? ? ????????????
??????????????????? ? ? ? ????????????
???????????????????? ? ? ? ???????????????????
??????????????????? ? ? ? ???????????????????????
Remerciement 
Je tiens tout d’abord à remercier le Pr. Germain Gillet d’avoir accepté de présider le jury mais 
également le Dr. Annette Larsen ainsi que le Dr. Oliver Bischof d’avoir été les rapporteurs de 
ce travail de thèse. Je remercie également le Dr. Claude Sardet et Dr. Patrice Lassus d’avoir 
accepté d’évaluer mon travail en tant qu’examinateur. Je suis ravi de pouvoir vous compter 
dans le jury qui concrétisera mes études. Votre expertise, dans vos domaines respectifs, ainsi 
que la pertinence de votre jugement permettront d’engager une discussion enrichissante. 
Je remercie également le Pr. Alain Puisieux d’avoir accepté de présider le jury. Au-delà de 
votre implication dans ce jury, je vous suis sincèrement reconnaissant de m’avoir accueilli au 
sein de votre laboratoire. Vous faites partie des enseignants de la Faculté de Pharmacie qui 
m’ont particulièrement marqué. Vos enseignements ont définitivement attisé ma curiosité 
pour le monde de la biologie moléculaire et en particulier le domaine de la cancérologie. 
Malgré toutes vos responsabilités et votre emploi du temps surchargé, vous êtes resté très 
disponible et avez toujours trouvé du temps quand je suis venu vous demander conseil. Je 
vous en remercie. 
Je tiens à exprimer ma reconnaissance envers le Dr. Stéphane Ansieau pour m’avoir proposé 
de réaliser mon stage de Master 2 dans le laboratoire puis de m’accompagner en tant que 
Directeur de thèse. Stéphane, je te remercie pour toutes les corrections de mémoires, 
demandes et rapport de financement, revue et bien sur celle du manuscrit. Tu n’as jamais 
compté tes heures (quitte à t’attirer les foudres de Nora). Depuis le Master 2, tu t’efforces à 
me transmettre ton savoir ainsi que ton sens critique. Je me suis vu évolué et j’espère que tu le 
vois aussi. Ton bureau est toujours grand ouvert et tu trouves constamment le temps pour 
répondre à une question, donner un conseil, calmer un doute ou simplement écouter ce que 
l’on à dire. C’est une de tes grandes qualités. Je te remercie également pour ta bonne humeur 
à toute épreuve et ces moments passés à discuter de tout et de rien. 
Ma gratitude va également au Dr. Agnès Tissier. Agnès, tu m’as pris sous ton aile lors de mon 
arrivée au laboratoire et m’a enseigné tout ce que je connais en terme d’expérimentation. Tu 
m’as appris à me poser les bonnes questions et à organiser mes manips (mais aussi mes 
présentations PowerPoint). Ta disponibilité à toute heure et ton soutien à toute épreuve me 
touchent profondément. Je te remercie également pour l’organisation annuelle du fameux 
« Barbecue d’Ambérieu en Bugey » et d’avoir instauré ce jeu auquel personne ne comprend 
rien qui s’appelle : « Je te prends ton cadeau de Noël ». 
Mes remerciements vont ensuite à tous les membres présent et passés du laboratoire : 
Caroline, Anne-Pierre, Christiane, Christelle, Sylvaine et Arnaud pour tous les conseils 
scientifiques, parties de rire et bons moments en tout genre. Je n’oublie pas non plus les 
étudiants (Ebticem, Louise, Marion, Baptiste V, Manue et Roxane) et les membres de l’équipe 
Bernard avec qui je passe de très bons moments. 
Je tiens à décerner une mention toute particulière aux pigeons (Guillaume, Baptiste, Arnaud). 
Je retiens de cette époque, nos fous rires en culture, nos soirées et autres moments de folies. Je 
vous remercie aussi pour nos longues discussions scientifiques et débats sur nos projets. Un 
groupe comme ça, ça ne se lâche pas malgré les changements de continents ou de cursus. 
Mention spéciale toujours pour Florian le magicien, Clotilde, Froggy, Benjamin, Etienne, 
Aurélien, mon pote Geoffrey et tous les autres que je ne citerai pas. La thèse apporte pas mal 
de choses, mais c’est encore mieux quand elle vous apporte des amis. Je vous remercie pour 
tous ces moments d’anthologies vécus au sein mais aussi à l’extérieur du labo. J’espère que 
nous continuerons longtemps sur la même lancée. 
J’ai une pensée pour mes comparses de pharma. Merci à Binômette, Nanou, Olivier, Mathilde 
et Lysiane mais aussi à mon Fred et mon Max. Je n’oublierai jamais cette première année de 
pharma où nous nous sommes tous rencontrés. Même si l’on ne se voit pas autant que nous le 
voudrions je suis heureux de pouvoir vous compter parmi mes amis proches. Merci aussi à 
mon compagnon de galère de la filière recherche, Simon. Nous nous sommes soutenus 
mutuellement tout au long de ce cursus semé d’embuches mais tellement passionnant. Merci 
mon vieux pour ton amitié. 
Je remercie aussi Clément, Alexandre, Anaïs, Elyse et Bastien mais aussi Edouard, Sarah, 
Stéphanie et Papa Pierre que je ne vois pas assez souvent mais à qui je tiens énormément. 
Pour finir, j’aimerai remercier les membres de ma famille pour leur soutien exceptionnelle 
tout au long de ces années. Papa, Maman, je vous remercie pour votre éducation, votre soutien 
et votre amour. Vous avez fait de moi quelqu’un de bien, enfin je l’espère. Je vous remercie 
de m’avoir encouragé et porté lors du concours mais aussi par la suite. Vous m’avez offert des 
conditions exceptionnelles afin de m’épanouir. Je vous aime fort 
J’embrasse bien sûr mon frère et ma sœur. Merci de faire semblant de comprendre ce que je 
fais, je me sens moins anormal du coup. Plus sérieusement, je suis très fier de vous. Michel, 
Londres a fini par t’offrir enfin ses faveurs. On ne se voit pas assez, mais saches que tu peux 
compter sur moi comme je sais que tu seras toujours là pour moi. Je t’aime fort frérot. 
Céline, si le tombeau de Ramsès te résiste, tu pourras toujours te reconvertir dans le blind test 
musical. En tout cas, ça fait du bien d’avoir un scientifique à qui parler à la maison et je sais 
que tu arriveras à mener de front tes deux cursus. Tu sais que tu peux venir me voir à tout 
moment et pour quoi que ce soit. Je t’aime très fort sœurette. 
Ich denke auch feste an meine Großeltern (Omi und Opa), Tante Dosi und Onkel Erwin aber 
natürlich auch an meine Tante Ruth. Ihr ward immer da für mich und dafür bin ich sehr 
dankbar. Es ist nicht immer einfach uns zu sehen und ihr fehlt mir schon ein bisschen. Ich 
habe euch sehr lieb. 
Je remercie également mes grand parents qui ont participé à faire de moi qui je suis. Manou, 
les grands repas de famille à Tarare me manquent. J’ai une pensée émue pour mon Papi qui 
me manque énormément et à qui je dédie cette thèse pour avoir su aiguiser ma curiosité et 
mon goût pour la science dès mon plus jeune âge.  
Je pense bien sûr à mes cousins Estragnat ainsi qu’aux familles Pfefferkorn et Bondoux ; je 
vous porte dans mon cœur.  
Enfin, je remercie celle qui partage ma vie depuis 11 ans déjà et je l’espère pour encore de 




UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1 
 
 
Président de l’Université 
Vice-président du Conseil d’Administration 
Vice-président  du Conseil des Etudes et de la Vie Universitaire  
Vice-président du Conseil Scientifique 
Directeur Général des Services 
M. François-Noël GILLY 
M. le Professeur Hamda BEN HADID 
M. le Professeur Philippe LALLE 
M. le Professeur Germain GILLET 





Faculté de Médecine Lyon Est – Claude Bernard 
Faculté de Médecine et de Maïeutique Lyon Sud – Charles 
Mérieux 
Faculté d’Odontologie  
Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques 
Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation 
Département de formation et Centre de Recherche en Biologie 
Humaine 
Directeur : M. le Professeur J. ETIENNE 
Directeur : Mme la Professeure C. BURILLON 
Directeur : M. le Professeur D. BOURGEOIS 
Directeur : Mme la Professeure C. VINCIGUERRA 
Directeur : M. le Professeur Y. MATILLON 
Directeur : Mme. la Professeure A-M. SCHOTT 
 
COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE
Faculté des Sciences et Technologies 
Département Biologie 






UFR Sciences et Techniques des Activités Physiques et Sportives 
Observatoire des Sciences de l’Univers de Lyon 
Polytech Lyon 
Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique 
Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1 
Ecole Supérieure du Professorat et de l’Education 
Institut de Science Financière et d'Assurances 
Directeur : M. F. DE MARCHI 
Directeur : M. le Professeur F. FLEURY 
Directeur : Mme Caroline FELIX 
Directeur : M. Hassan HAMMOURI 
Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE 
Directeur : M. le Professeur Georges TOMANOV 
Directeur : M. le Professeur H. BEN HADID 
Directeur : M. Jean-Claude PLENET  
Directeur : M. Y.VANPOULLE   
Directeur : M. B. GUIDERDONI  
Directeur : M. P. FOURNIER 
Directeur : M. G. PIGNAULT 
Directeur : M. le Professeur C. VITON 
Directeur : M. le Professeur A. MOUGNIOTTE 




I.? Table des matières ......................................................................................................................... 3?
Table des Figures?............................................................................................................................... ..?5?
1ère partie : Les mécanismes de sauvegarde cellulaires.?.................................................................?6?
I.? La sénescence.?.............................................................................................................................. ?7?
I.1.? La sénescence réplicative.?....................................................................................................... ?8?
I.2.? La sénescence oncogénique.?.................................................................................................. ?11?
I.3.? Caractéristiques des cellules sénescentes?.............................................................................?12?
I.4.? Mécanismes d’induction de la sénescence?...........................................................................?16?
I.5.? Un focus sur le locus INK4A/ARF/INK4B?..........................................................................?20?
II.? L’apoptose.?............................................................................................................................. ?23?
II.1.? La voie intrinsèque ou voie mitochondriale.?.......................................................................?24?
II.2.? La voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort.?..........................................................?25?
III.? Mécanismes d’échappement à la sénescence et l’apoptose?................................................?27?
IV.? Restauration des mécanismes de sauvegardes comme approches thérapeutique?............?29?
2ème partie : La transition épithélio-mésenchymateuse.?...............................................................?34?
I.? Quelques notions sur la transition épithélio-mésenchymateuse?............................................?35?
II.? Les fonctions de l’EMT dans le développement tumoral.?..................................................?42?
II.1.? Rôle de l’EMT dans la dissémination métastatique.?..........................................................?42?
II.2.? Mécanisme d’activation de l’EMT.?...................................................................................... ?46?
II.3.? EMT et dédifférenciation?...................................................................................................... ?51?
II.4.? Les propriétés oncogéniques de l’EMT?...............................................................................?52?
II.5.? EMT et chimiorésistance?...................................................................................................... ?56?
3ème partie : Les protéines TWIST.?................................................................................................ ?60?
I.? Structure?............................................................................................................................... ......?61?
II.? Fonctions de la protéine TWIST1 dans le développement embryonnaire.?......................?65?
III.? Fonctions post-natales de la protéine TWIST1.?..................................................................?67?
IV.? Pathologies associées à une perte d’expression des gènes TWIST?....................................?68?
IV.1.? Syndrome de Saethre-Chotzen?......................................................................................... ?68?
IV.2.? Syndrome de Setleis?........................................................................................................... ?70?
V.? Propriétés pro-métastatiques et oncogéniques des protéines TWIST?..................................?71?
V.1.? III.1 Réactivation des gènes TWIST dans les cancers?........................................................?71?
4?
?
V.2.? Propriétés pro-métastatiques?............................................................................................... ?72?
V.3.? Propriétés oncogéniques?....................................................................................................... ?72?
VI.? Régulation de l’activité de la protéine TWIST1.?................................................................?77?
VI.1.? Modifications post-traductionnelles et régulation de la stabilité de la protéine.?.........?77?
VI.2.? Répercussions de la phosphorylation de la protéine TWIST1 sur son activité.?...........?79?
VI.3.? Dimérisation : cas particulier de l’homodimère TWIST1-TWIST1 et de 
l’hétérodimère TWIST1-E12.?........................................................................................................... ?80?
4ème partie : Les Résultats.?.............................................................................................................. ?83?
I.? Manuscrit de l’article?................................................................................................................ ?86?
5ème partie : Discussion?.................................................................................................................. ?141?
6ème partie : Annexes?..................................................................................................................... ?152?
I.? Snail family members unequally trigger EMT and thereby differ in their ability to 
promote the neoplastic transformation of mammary epithelial cells.?........................................?153?
II.? Correspondances en Onco-théranostic.?.............................................................................?165?
La transition épithélio-mésenchymateuse : de la plasticité à la chimiorésistance?.....................?165?
III.? Thérapie ciblée des cancers.?............................................................................................... ?173?
La transition épithélio-mésenchymateuse : implication dans la tumorigenèse.?.........................?173?
7ème partie : Bibliographie?............................................................................................................ ?191?
5?
?
Table des Figures 
Figure 1: Structures des télomères et de la télomérase.? ………………………………………………………………..10?
Figure 2: La réactivation de la protéine p53 conduit à la régression de tumeurs hépatiques .................. 13 
Figure 3: Les effets ambivalents du SASP sur la progression tumorale. ................................................... 15 
Figure 4: Schématisation des voies impliquées dans l’induction du phénomène de sénescence oncogénique.
 …………………………………………………………………………………………………………17 
Figure 5 : Les systèmes de sauvegarde cellulaire inhibent la reprogrammation nécessaire à la formation 
d’iPS. …………………………………………………………………………………………………………19 
Figure 6 : Organisation structurale du locus INK4. .................................................................................... 21 
Figure 7: Description des voies de régulation de l’apoptose intrinsèques et extrinsèques. ...................... 26 
Figure 8 : La protéine p53 est cœur d’un réseau transcriptionnel impliqué dans l’induction des phénomènes 
de sénescence et/ou d’apoptose. ..................................................................................................................... 28 
Figure 9 : Restauration de l’activité de la protéine p53. ............................................................................. 31 
Figure 10 : La transition épithélio-mésenchymateuse, un mécanisme de transdifférenciation cellulaire.36 
Figure 11: EMT et embryogenèse. ................................................................................................................ 37 
Figure 12 : Représentation schématique des types de jonctions entre cellules épithéliales. ..................... 39 
Figure 13 : Représentation schématique de l’interconnexion des voies de signalisation régulant le 
programme d’EMT. ....................................................................................................................................... 40 
Figure 14: Régulation du programme d’EMT. ............................................................................................ 41 
Figure 15: La colonisation métastatique requiert un retour vers un statut épithélial (MET). ................ 45 
Figure 16 : Le concept de dissémination métastatique précoce. ................................................................. 47 
Figure 17: Mise en parallèle des propriétés associées à l’EMT au cours de l’embryogenèse et de la 
tumorigenèse. .................................................................................................................................................. 48 
Figue 18: Conséquences liées à l’induction des programmes d’EMT et de MET au cours de la progression 
tumorale. .......................................................................................................................................................... 53 
Figure 19 : Inhibition des systèmes de sauvegarde cellulaires par les facteurs de transcription 
embryonnaires. ............................................................................................................................................... 54 
Figure 20: Comparaison des stratégies thérapeutiques standard et combinée. ........................................ 57 
Figure 21: Mécanismes divers par lesquels l’EMT favorise la résistance aux traitements thérapeutiques.59 
Figure 22: Organisation structurale des protéines TWIST1 et TWIST2. ................................................. 62 
Figure 23 : Fonctions antagonistes des complexes TWIST1 homodimérique et hétérodimérique au cours de 
la fusion des os plats du crâne. ....................................................................................................................... 64 
Figure 24: Cheminement de la progression tumorale dépendante des facteurs de transcription 

















Afin de lutter contre le développement tumoral, les cellules de l’organisme ont développé 
des mécanismes de sauvegarde tels que l'apoptose et la sénescence cellulaire. Ces mécanismes 
onco-suppresseurs, permettant de maintenir une homéostasie tissulaire, sont induits dans les 
lésions pré-néoplasiques et ont pour vocation d’éliminer des cellules génétiquement altérées 
constituant un risque pour l’organisme (Bartkova et al., 2005; Braig et al., 2005; Chen et al., 
2005; Collado et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005). 
 
 
I. La sénescence. 
 
Le phénomène de sénescence (du latin « senex » qui signifie ancien, vieux ou âgé) a été 
décrit il y a maintenant cinquante ans par Leonard Hayflick et Paul Moorhead à la suite de la 
mise en culture in vitro de fibroblastes humains diploïdes normaux. Ils mirent en évidence une 
capacité de prolifération limitée des cellules en culture. Après approximativement cinquante-cinq 
doublements de population, ces cellules adoptent une morphologie caractéristique associée à un 
arrêt de prolifération irréversible nommé « limite de Hayflick » ou « sénéscence réplicative », 
tout en restant viables et en conservant une activité métabolique (Hayflick, 1965; Hayflick and 
Moorhead, 1961). La sénescence était donc décrite comme un processus physiologique lié au 
vieillissement des cellules et de ce fait de l’organisme. Au cours des années, d’autres types de 
sénescence non reliés au vieillissement ont été mis à jour. C’est ainsi que l’on différencie la 
sénescence associée au vieillissement, dite « réplicative », de la sénescence prématurée liée à 
divers stress. Les signaux à l’origine de l’engagement des cellules dans un programme de 
sénescence sont multiples et divers mais les voies de signalisation mises en jeu restent 










I.1. La sénescence réplicative. 
 
Les observations de Hayflick et Moorhead ont été étayées par les travaux de plusieurs 
équipes ayant mis en évidence une corrélation entre la sénescence réplicative et une architecture 
spécifique de l’extrémité des chromosomes, les télomères. Cette corrélation entre réplication et 
télomères fût proposée pour la première fois par Olovnikov en 1971 (article en Russe ; se référer 
à (Olovnikov, 1996)). Ces travaux suggérèrent que l’activation du phénomène de sénescence 
réplicative est due au raccourcissement des télomères. Ces résultats furent confirmés par les 
travaux de Greiger (Bodnar et al., 1998). Ce n’est que huit ans plus tard que plusieurs travaux 
démontrèrent effectivement que l’expression ectopique de la sous-unité catalytique de la 
télomérase, enzyme impliquée dans la réplication des télomères, dans des cellules épithéliales 
humaines, permettait d’abroger leur érosion, d’allonger la durée de vie des cellules et 
d’outrepasser l’arrêt de prolifération (Bodnar et al., 1998; Vaziri and Benchimol, 1998).  
 
Ces structures particulières de l’ADN chromosomique que représentent les télomères 
furent découvertes lors de la première moitié du vingtième siècle grâce aux travaux distincts de 
Herman Müller et de Barbara McClintock respectivement Prix Nobel en 1945 et 1983. Leur 
hypothèse était la suivante : ces structures permettent de prévenir la fusion des chromosomes et 
ainsi assurer une ségrégation correcte du matériel génétique lors de la mitose. Les télomères (du 
grec telos « extrémité » et meros « partie »), nom donné par Müller à ces structures, permettent 
également à la cellule de différencier l’ADN au niveau des chromosomes de fragments d’ADN 
issus de cassures double-brin qui doivent être réparés pour sauvegarder l’intégrité du génome. En 
effet, les extrémités des télomères contiennent une structure d’ADN mimant une cassure double-
brin. Les cassures double-brin induisent l’activation des voies de dommages à l’ADN afin de 
permettre la réparation de ces altérations. Ces mêmes voies sont également impliquées dans la 
sénescence réplicative (Brown et al., 1997; Herbig et al., 2004). En effet, l’expression de 
protéines telles que 53BP1, ATM, MDC1 et NBS1 corrèle avec l’absence de coiffage des 
télomères. De plus, des cellules entrées en senescence réplicative arborent des formes actives des 
protéines CHK1 et CHK2 (d’Adda di Fagagna et al., 2003; Takai et al., 2003). En cela, les 
télomères en condition physiologique peuvent potentiellement être reconnus et traités comme 
d’éventuelles cassures et doivent donc être protégés de ce système (de Lange, 2009; Lydall, 
9?
?
2009). Dans le cas contraire, les cellules seraient arrêtées de façon permanente dans le cycle 
cellulaire.  De plus, les tentatives de « réparation » des extrémités chromosomiques auraient des 
conséquences dévastatrices au regard de l'intégrité du génome. 
 
Les télomères sont donc des structures de protection coiffant l’extrémité de tous les 
chromosomes eucaryotes (ainsi que certaines structures chromosomiques bactériennes). Ils 
contiennent des séquences nucléotidiques répétées permettant aux extrémités chromosomiques 
d’être répliquées malgré la nature unidirectionnelle de la réplication et cela grâce à la télomérase. 
Cette enzyme organisée en un complexe ribonucléoprotéique comprend une sous-unité 
ribosomique appelé TERC (TElomerase RNA Component) servant de matrice à la synthèse des 
répétitions télomériques ainsi qu’une sous-unité catalytique TERT (TElomerase Reverse 
Transcriptase) qui en assure la synthèse. L’activité de la télomérase est principalement dictée par 
l'expression de TERT, TERC semblant être transcrit de manière ubiquitaire (Figure 1).  
L’inhibition de l’érosion des télomères par la surexpression de la télomérase est nécessaire à 
l’immortalisation de divers types cellulaires. En effet, la durée de vie limitée de la plupart des 
cellules humaines primaires s’explique par le fait que, contrairement aux cellules souches, la 
télomérase n'est pas exprimée dans les cellules somatiques humaines, ainsi elles sont incapables 
de maintenir les télomères à une longueur suffisante pour supprimer le mécanisme de sénescence 
(Harley et al., 1990; Masutomi et al., 2003; Wright et al., 1996). En revanche, les cellules 
cancéreuses sont connues pour maintenir la longueur de leurs télomères soit en exprimant la 
télomérase soit en développant un mécanisme alternatif appelée ALT (Alternative Lengthening 
Telomeres), ce qui a pour effet de conduire à leur immortalisation. Peu de données concernant ce 
mécanisme alternatif existent mais un certain nombre d’études s’accordent à dire que ce 




































































































































































































































































































































I.2. La sénescence oncogénique.  
 
Ce phénomène particulier de sénescence a été décrit pour la première fois par Serrano et 
al., en 1997 (Serrano et al., 1997). Ils observèrent que l’expression de la version constitutivement 
activée de l’oncoprotéine Ras (H-RasG12V) dans des fibroblastes humains primaires conduisait à 
l’induction d’un phénotype similaire à celui observé lors de l’engagement de cellules en 
sénescence réplicative. Ces observations furent réitérées lors de l’expression d’autres protéines 
mitogéniques telles que les versions activées des kinases ERBB2 ou Raf, ou de la ?-caténine (Lin 
et al., 1998; Trost et al., 2005; Zhu et al., 1998). Cependant, la sénescence induite par ces signaux 
mitogéniques (Oncogene-Induced-Senescence, OIS) ne peut être contrecarrée par l’expression de 
la protéine hTERT, démontrant que ce type de sénescence est indépendant de la longueur des 
télomères (Wei and Sedivy, 1999).  
Bien que de nombreuses observations faites in vitro suggéraient que l’OIS pourrait représenter un 
système de sauvegarde capable de s’opposer aux effets oncogéniques de certaines protéines 
mitogéniques, les manifestations in vivo faisaient défaut. Les premières évidences d'un rôle 
suppresseur de tumeur in vivo de l’OIS ont été publiées en 2005 par l'équipe de Pier Paolo 
Pandolfi et Clemens Schmitt. Ces derniers ont démontré que la perte du suppresseur de tumeur 
PTEN dans la prostate de souris (Pb-Cre x PtenloxP/loxP) ou l'activation de la protéine N-RAS dans 
les lymphocytes (souris Eμ-N-MYC) conduisait au développement de tumeurs prémalignes 
composées de nombreuses cellules sénescentes (Braig et al., 2005; Chen et al., 2005). Ces études 
ont ensuite été étendues à d’autres oncoprotéines (B-RAF, K-RAS, c-MYC) (Di Micco et al., 
2006; Michaloglou et al., 2005; Vafa et al., 2002) et d’autres modèles cellulaires. Divers 
marqueurs de sénescences sont invariablement exprimés dans les lésions pré-néoplasiques et sont 
perdus au cours de la conversion maligne, démontrant ainsi le rôle majeur de la sénescence 
comme barrière physiologique contre le développement tumoral (Bartkova et al., 2005; Braig et 
al., 2005; Chen et al., 2005; Collado et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005; Michaloglou et al., 
2005). Sur la base de modèles transgéniques ou de transplantation de cellules dans lesquelles 
l’expression de la protéine p53 est modulable, plusieurs études ont démontré que la réactivation 
de p53 in vivo dans des tumeurs est suffisante, dans ces modèles simplifiés, pour réactiver les 
programmes de sénescence ou d’apoptose selon le contexte cellulaire, conduisant à la régression 
de la tumeur (Figure 2) (Dankort et al., 2007; Ventura et al., 2007; Xue et al., 2007). En cela, 
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l’échappement aux systèmes de sauvegarde est non seulement un prérequis à la conversion 
maligne mais doit être maintenu afin d’assurer la survie et la prolifération des cellules tout au 
long de la progression tumorale. En outre, Xue et collaborateurs ont observé une activation de la 
réponse immunitaire innée après réactivation de p53, qu'ils pensent être responsables de 
l’élimination des cellules sénescentes. Un article de 2010 publié dans Cancer Cell par le groupe 
de Clemens Schmitt corrobore cette observation en affirmant que les systèmes de sauvegarde que 
sont la sénescence et l’apoptose s’associent à la réponse immunitaire innée afin d’inhiber la 
progression tumorale (Reimann et al., 2010). Dans cette étude, les auteurs montrent par ailleurs 
que les deux mécanismes de sauvegarde ne sont pas exclusifs et peuvent coopérer pour inhiber la 
prise tumorale.  
 
I.3. Caractéristiques des cellules sénescentes 
 
L’identification de cellules sénescentes repose sur un ensemble de marqueurs 
phénotypiques et moléculaires précis. La sénescence est caractérisée par de profondes 
modifications cytomorphologiques, telles que l’aplatissement cellulaire, la vacuolisation du 
cytoplasme ou encore l’augmentation du volume nucléaire (Cristofalo and Kritchevsky, 1969). 
Divers articles scientifiques ont également observé une augmentation du nombre de Golgi et des 
lysosomes (Cristofalo et al., 1969). Dimri et collaborateurs ont également identifié, dans les 
cellules sénescentes, une activité ?-galactosidase histochimiquement détectable à pH 6,0, alors 
que pour les cellules saines, l’activité enzymatique est détectable à un pH de 4 (Dimri et al., 
1995; Kurz et al., 2000). Il a récemment été démontré que cette enzyme ne possédait pas d’effet 
propre dans l’induction du phénomène (Lee et al., 2006). A cela s’ajoute l’utilisation de 
marqueurs moléculaires tels que l’augmentation du taux d’inhibiteurs de cyclines-kinases 
(p16INK4A et p21CIP1), ainsi que d’autres protéines (récepteur leurre « decoy receptor » DcR2, 
Dec1) (Collado et al., 2005). Une étude récente a, par ailleurs, permis de démontrer qu’un 
processus de « mitose slippage » était associé à l’entrée des cellules en sénescence, de fait 
















































































































































































































































Une des répercussions majeures de la senescence est l’acquisition, par les cellules 
concernées, d’un phénotype sécrétoire spécifique (ou SASP, selon l’acronyme anglais 
Senescence associated Secretory Phenotype) pouvant moduler le microenvironnement. Au-delà 
des chémokines permettant la chémo-attraction et la diapédèse des cellules de l’immunité, les 
facteurs sécrétés par les cellules sénescentes constituent un stress capable de sensibiliser les 
cellules avoisinantes favorisant ainsi leur entrée en sénescence. Cela réduit le risque que des 
cellules altérées et potentiellement néoplasiques échappent à l’induction du phénomène de 
sénescence. Parallèlement, les cellules stromales, au contact des cytokines du secrétome, 
synthétisent un certain nombre de facteurs inhibant la croissance de cellules pré-malignes et 
contribuent ainsi à la mise en œuvre d'une réponse de sénescence plus globale (Kuilman and 
Peeper, 2009). 
Malgré le rôle indéniable de ce sécrétome dans l’OIS, il semblerait que les cellules tumorales 
soient capables de le détourner afin d’entretenir leur prolifération (Sparmann and Bar-Sagi, 2004; 
Yang et al., 2006). En effet, certaines cellules tumorales secrètent quelques-uns de ces facteurs. 
Elles peuvent ainsi conduire à l’induction de sénescence dans des cellules stromales 
environnantes, telles que les fibroblastes. Ceux-ci secrètent à leur tour, des facteurs qui 
contribuent à la croissance de la tumeur. Ce modèle de communication bidirectionnelle entre les 
cellules tumorales et les cellules stromales expliquerait donc pourquoi plusieurs études ont 
démontré que les cellules tumorales expriment couramment plusieurs facteurs du SASP. En se 
basant sur ce concept, divers stress tels que le vieillissement, peuvent conduire à une 
augmentation du nombre de cellules sénescentes, ce qui pourrait par la suite stimuler l'expansion 
de cellules précancéreuses et ainsi expliciter le lien entre vieillissement et pathologies 































































































































































































































































































































































































































































I.4. Mécanismes d’induction de la sénescence 
 
De nombreuses études ont permis de décortiquer les mécanismes impliqués dans 
l’induction de l’OIS. Il a dans un premier été proposé que l’OIS résultait de l’activation de la voie 
de réponse aux dommages à l’ADN suite à une hyper-réplication liée à des stress mitogéniques. 
Ainsi, les dommages à l’ADN aboutissent à l’activation des voies ATM/ATR qui se trouvent être 
en amont des voies oncosuppressives p53/p21CIP1/WAF1 et p16INK4A/RB (Di Micco et al., 2006; 
Serrano et al., 1997). Ces deux inhibiteurs de cycline kinase (CDK4 et CDK6 respectivement) 
conduisent à une inhibition par hypophosphorylation de la protéine RB, et l’inhibition active des 
gènes cibles du facteur de transcription E2F nécessaires à la progression des cellules dans la 
phase S du cycle cellulaire (Figure 4). Cette inhibition active implique la formation de structures 
particulières d’hétérochromatine associées à l’induction du phénomène de sénescence, les SAHF 
(acronyme anglais pour Senescence Associated Heterochromatin Foci). Ces structures arborent 
des  marqueurs caractéristiques de l’hétérochromatine hypercondensée et semblent être 
impliquées dans la répression de gènes nécessaires à la prolifération cellulaire, en particulier ceux 
régulés par le complexe répresseur RB1/E2F (Narita et al., 2003). Il a récemment été montré que 
ce complexe est recruté par un membre de la famille de protéines AGO, lui-même associé à un 
miRNA de la famille Let-7, ce dernier guidant le complexe jusqu’au promoteur de leurs cibles 
(Benhamed et al., 2012). Ce complexe bloque donc l’activité de la RNA Pol II et coopère avec 
des méthyltransférases et/ou histones déacétylases afin de verrouiller l’expression des gènes 
cibles de E2F. 
L’importance de la voie de réponse aux dommages à l’ADN dans l’induction de la 
sénescence a été mise en évidence en inhibant l’expression de certains de ces composants. En 
effet, l’inactivation de la cascade de réponse aux dommages à l’ADN dans des cellules exprimant 
la forme oncogénique de la protéine RAS, permet aux cellules d’échapper à l’OIS facilitant par 
ce biais leur  transformation néoplasique et le maintien d’une prolifération excessive (Chen et al., 
2012; Land et al., 1983; Di Micco et al., 2006; Serrano et al., 1997). 
Il est intéressant de noter que l’OIS peut également résulter de l’inactivation de gènes 
suppresseurs de tumeurs qui ont pour rôle de restreindre les effets prolifératifs des oncogènes 
(Chen et al., 2005; Courtois-Cox et al., 2006). Notons par exemple que la perte de la protéine 




























































































































































































































































































































impliquées l’une dans le développement de cancers de la prostate et l’autre dans celui de 
neurofibrome (Chen et al., 2005; Courtois-Cox et al., 2006). En cela, le stress oncogénique à 
l’origine de la sénescence peut donc soit être provoqué par une activation des oncoprotéines 
elles-mêmes, soit être une résultante de l’altération de fonctions de ces GST. En cela, qu’elle soit 
réplicative ou oncogénique, la sénescence induite par ces biais constitue donc une barrière 
puissante contre la prolifération des cellules (pré)-tumorales. 
De manière fortement intéressante, plusieurs travaux suggèrent également une relevance de la 
sénescence dans la régulation du pool de cellules souches pluripotentes induites. En effet, une 
série d’articles publiés dans Nature et Genes and Development en 2009 suggèrent pour la 
première fois que l’expression d’un oncogène, en l’occurrence c-Myc, et la sénescence en 
découlant, pourrait entraver ou tout du moins réduire l’efficacité de l’induction de cellules 
souches pluripotentes induites (iPS) (Banito et al., 2009; Hong et al., 2009; Li et al., 2009). 
L’induction de cette sénescence serait préférablement due au stress lié à la reprogrammation, 
plutôt que d’être le résultat direct d’une activation oncogénique sous forme d’OIS. 
On pourrait donc faire l'hypothèse que les cellules souches cancéreuses soient issues d’un 
mécanisme de reprogrammation similaire et que leur établissement puisse être contrecarré par la 
sénescence oncogénique (Krizhanovsky and Lowe, 2009). En accord avec cette théorie, il a été 
montré que l’expression de p53 ou INK4a/ARF limitait la conversion de cellules primaires en 
cellules souches pluripotentes (Banito et al., 2009; Hong et al., 2009; Li et al., 2009). A l’inverse, 
une augmentation du taux de prolifération associée à une perte de p53 peut entraîner une 
accélération de la cinétique de formation d’iPS (Hanna et al., 2009). En cela, la sénescence 
pourrait non seulement inhiber la formation de la tumeur en limitant la prolifération des cellules 
anormales, mais elle pourrait aussi empêcher l’émergence de cellules souches initiatrices de 




























































































































































































































































































I.5. Un focus sur le locus INK4A/ARF/INK4B 
 
Le locus INK4A/ARF/INK4B code pour trois protéines oncosuprresives distinctes : la 
protéine ARF, p15INK4b  (ensuite notée p15), et p16INK4a (ensuite notée p16) (pour revue voir: Gil 
and Peters, 2006; Kim and Sharpless, 2006). Ce locus de seulement 35 Kb est déleté dans un 
large spectre de tumeurs. Alors que la protéine p15 résulte de la traduction d’un cadre de lecture 
spécifique, les protéines p16 et ARF sont les produits d’un épissage alternatif (Figure 6). Malgré 
deux exons sur trois en commun, les protéines sont codées avec des cadres de lecture différents. 
En conséquence, p16INK4a et ARF ne sont pas des isoformes et ne partagent donc aucune 
homologie de séquence. Au contraire, les protéines p15 et p16 partagent 80% d’homologie et 
arborent une redondance fonctionnelle (Kim and Sharpless, 2006). En effet, p16 n’étant pas 
encodé chez le poulet, p15 y joue un rôle majeur en termes d’induction de senescence et son 
absence est primordiale pour l’immortalisation cellulaire (Kim et al., 2006). Cette constatation est 
en accord avec les rapports émanant d’études de modèles murins où l'expression d’INK4b est 
augmentée en réponse à la cascade de signalisation RAS-RAF-MEK et que sa perte rend les 
cellules plus sensibles à la transformation par RAS (Latres et al., 2000; Malumbres et al., 2000). 
Les protéines INK4 interagissent avec les cyclines kinases CDK4 et CDK6 et conduisent à un 
encombrement allostérique abolissant la fixation de ces kinases au cycline-D, inhibant ainsi la 
phosphorylation de Rb par CDK4/6. En cela, p15 et p16 maintiennent la protéine RB dans un état 
hypophosphorylé, séquestrant le facteur E2F, empêchant ainsi la fixation de ce dernier sur ses 
gènes cibles et donc un arrêt du cycle cellulaire en G1 (Kim and Sharpless, 2006). La protéine 
ARF, pour sa part, fixe et inhibe la protéine MDM2, ce qui lève la répression de MDM2 sur p53. 
D’un point de vu mécanistique, il est supposé que MDM2 joue le rôle d’ubiquitine ligase E3. Sa 
liaison à p53 conduit à sa dégradation par le protéasome (Gil and Peters, 2006; Kim and 
Sharpless, 2006; Popov and Gil, 2010). 
La surexpression du locus INK4A/ARF/INK4B dans des souris démontre le rôle anti-tumoral de 
ces gènes suppresseurs de tumeurs, sans pour autant favoriser leur vieillissement dû à l’induction 
prématurée du phénomène de sénescence, même si l’on observe une accumulation de p16 au 
cours du vieillissement chez les rongeurs et les humains (Hannun and Obeid, 2002; Janzen et al., 
2006; Kim and Sharpless, 2006; Krishnamurthy et al., 2004; Matheu et al., 2004; Molofsky et al., 


















































































































































































































































































































pancréatiques, les cellules souches neuronales ainsi que dans les cellules souches 
hématopoïétiques, abroge partiellement le déclinement de prolifération en réponse à l’âge. De son 
côté, l’expression du gène INK4B ne semble pas être augmentée au cours du vieillissement 
(Krishnamurthy et al., 2004; Zindy et al., 1997). 
A cause de leur redondance biologique supposée, la délétion combinée des locus INK4A et 
INK4B est suspectée d’être plus oncogénique que la simple délétion de l’un ou l’autre gène. Cela 
pourrait expliquer que l’on retrouve dans certains types de tumeurs (leucémie lymphoïde aigue, 
par exemple) une fréquence élevée de délétion 9p21 contenant le locus INK4A/ARF/INK4B, 
plutôt que de simples mutations/inactivations de ces gènes. En cela, la protéine p15 joue 
probablement un rôle anti-oncogénique important, notamment en absence de p16 (Krimpenfort et 
al., 2007). En revanche, il n’existe que peu d’études démontrant des délétions spécifiques du 
locus INK4B dans des échantillons de tumeurs (Herman et al., 1996; Uchida et al., 1997). 
Divers stimuli peuvent induire l’expression des gènes INK4A et/ou ARF. Leur expression 
augmente notamment lors de dommages à l’ADN en réponse aux ultra-violets, aux espèces 
réactives de l’oxygène, aux radiations ionisantes et agents chimio-thérapeutiques ou encore aux 
dysfonctionnements télomériques (Chen et al., 2004; Jacobs and de Lange, 2004; Meng et al., 
2003; Pavey et al., 1999). Il est toutefois important de noter que l’induction du gène INK4A 
survient deux à quatre semaines après observation des dommages à l’ADN (Jacobs and de Lange, 
2004). Cette activation retardée en comparaison à l’activation très rapide de p53 suite à 
l’induction de dommages à l'ADN, peut expliquer l’ordre d’induction des gènes INK4A et CIP1, 
ce dernier étant une cible transcriptionnelle de p53, lors de l’entrée en sénescence de fibroblastes 
humains après leur  passage en série in vitro. En effet, l’expression de la protéine p21CIP1 (p21) 
précède celle de p16 de plusieurs semaines. Etonnamment, l’expression des deux inhibiteurs est 
rarement induite dans une même cellule (Herbig et al., 2004; Kim and Sharpless, 2006; Stein et 
al., 1999). De plus, le taux d’induction de CIP1 en réponse à des dommages à l’ADN se fait 
indépendamment du statut du gène INK4A dans la cellule. La réciproque est vraie pour le taux de 
protéine p16. Ces données sont donc difficilement conciliables avec un modèle où la modulation 
du taux de protéines p21 et p16 réponde au même signal initial. En cela, il faut voir l’induction de 
CIP1 et INK4A comme des événements indépendants, l’augmentation de l’expression de l’un 
n’empêchant aucunement la cellule de répondre ultérieurement à un signal influant sur l'autre 
voie. En comparaison, la régulation du gène INK4B en réponse aux agents génotoxiques n’est que 
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très peu étudiée. On observe, néanmoins, une expression accrue en réponse au TGF-? ainsi que 
dans quelques modèles de sénescence oncogénique liée à l’activation constitutive de la protéine 




L’apoptose est définie comme étant une mort cellulaire programmée, qui participe à 
divers aspects de la physiologie. D'abord observée au cours de la métamorphose des amphibiens 
(Vogt C., 1842), l’apoptose a rapidement été mise en évidence comme se produisant dans de 
nombreux tissus en voie de développement dans les invertébrés et les vertébrés (Clarke and 
Clarke, 1996; Glucksmann, 1951). Le terme de « mort cellulaire programmée » a été initialement 
utilisé pour décrire les morts cellulaires se produisant au niveau de structures anatomiques 
particulières, à des moments précis au cours du développement soulignant le fait que cette mort 
fait partie intégrante du déterminisme de l’embryogenèse (Lockshin, R.A., and Williams, 1964). 
L’apoptose n’est pas seulement essentielle pour le développement, elle rentre également en 
compte dans l’homéostasie tissulaire chez l’adulte : l’involution de la glande mammaire après la 
période d’allaitement (Li et al., 1997; Watson, 2006) ou encore la régulation de la réponse 
immune lors de l’élimination des lymphocytes T après la maîtrise d’une infection (Razvi et al., 
1995). La dérégulation de l’apoptose est connue pour entrainer diverses pathologies. En excès, 
elle peut conduire à certaines pathologies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson) et 
immunitaires (syndrome d’immunodéficience acquise) alors qu’un déficit peut être à l’origine de 
maladies auto-immunes (Mountz et al., 1996; Rieux-Laucat et al., 2003) et de la cancérogenèse. 
L’apoptose se traduit par de nombreuses modifications morphologiques et biochimiques. On 
observe tout d’abord un rétrécissement cellulaire dû à une condensation du cytoplasme en 
réponse à une déshydratation de la cellule ainsi qu’à une condensation de la chromatine présente 
dans le noyau. S’en suit une dégradation caractéristique de l’ADN en « barreaux d’échelles » par 
l’endonucléase CAD/DFF40 (Samejima et al., 2001). Ce processus aboutit à la formation de 
corps apoptotiques. Il est important de noter qu’au cours de ces nombreuses modifications, 
l’intégrité membranaire est maintenue. On observe cependant un bourgeonnement de la 
membrane plasmidique associé à la perte de l’asymétrie des phospholipides membranaires. En 
effet, les phosphatidylsérines, normalement présentes dans le feuillet intracellulaire de la 
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membrane, se trouvent externalisées à la surface des cellules. Ce mécanisme constitue un signal 
conduisant à la phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages. Cette élimination 
associée au maintien de l’intégrité membranaire permet, contrairement à la nécrose, de limiter le 
relargage de molécules pro-inflammatoires, limitant ainsi les impacts néfastes sur les tissus 
environnants (Savill et al., 1989). 
Le mécanisme d’apoptose est régi par deux voies de signalisation principales : intrinsèque, 
impliquant la mitochondrie, et extrinsèque impliquant la super-famille des récepteurs au TNF 
(Tumor Necrosis Factor). La finalité de ces deux voies est l’activation d’endoprotéases 
spécifiques, les caspases. 
 
 
II.1. La voie intrinsèque ou voie mitochondriale. 
 
Cette voie, activée en réponse à divers stimuli dont l’activation d’oncogènes, les dommages à 
l’ADN, la privation en facteurs de survie, est régulée par les protéines de la famille BCL-2. Cette 
grande famille est constituée de trois sous-classes arborant des activités différentes voire 
antagonistes : 
? Les protéines dotées de propriétés anti-apoptotiques comme les protéines BCL-2, BCL-xL 
et MCL-1. 
? Les protéines dotées de propriétés pro-apoptotiques à multidomaines comme la protéine 
BAX et BAD. 
? Les pro-apoptotiques BH3-only comme la protéine PUMA. 
La voie mitochondriale est contrôlée par un équilibre complexe entre facteurs pro- et anti-
apoptotiques. Lors d’un stress, l’activation des membres pro-apoptotiques se traduit par une 
augmentation de la perméabilité de la membrane externe de l’enveloppe mitochondriale. Celle-ci 
est l’évènement clef qui engage irréversiblement les cellules vers l’apoptose. Elle s’accompagne 
d’une chute du potentiel membranaire et résulte de la formation de pores ou canaux 
membranaires. La conséquence de cette perméabilité est la libération dans le cytoplasme de 
facteurs apoptogènes solubles précédemment séquestrés dans l’espace intermembranaire de la 
mitochondrie. Les deux principaux facteurs libérés sont le cytochrome C ainsi que le complexe 
protéique SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct Inhibitor 
of Apoptosis Binding protein with lowpI). Une fois libéré, le cytochrome C se lie à la protéine 
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APAF-1 ainsi qu’à la pro-caspase 9, formant ainsi une structure appelée apoptosome, permettant 
le clivage du zymogène et la formation de la caspase 9 mature. Cette caspase dite initiatrice, va 
par la suite induire le clivage et la maturation de caspases effectrices telles que la caspase 3 
permettant, en cela, la protéolyse des structures cellulaires.  De son côté, SMAC/DIABLO permet 
l’inhibition des protéines IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) qui sont-elles mêmes impliquées 
dans l’inhibition des caspases effectrices de la voie mitochondriale.  
 
II.2. La voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort. 
 
 Cette voie est activée à la suite de l’activation de récepteurs de mort (FAS, TNFR1), 
situés à la surface de la cellule, par leur ligand. Les récepteurs de mort font partie de la super-
famille des récepteurs au TNF. Ils sont caractérisés par la présence d’un domaine intracellulaire 
hautement conservé appelé DD (Death Domain ou domaine de mort). Ce domaine est à la base de 
la transduction du signal vers les voies de signalisation intracellulaires. L’interaction entre le 
récepteur FAS et son ligand, FAS-L, entraine l’oligomérisation du récepteur induisant la 
formation du complexe DISC (Death Inducing Signaling Complex). La formation de ce complexe 
correspond au recrutement, au niveau cytoplasmique du récepteur, de protéines adaptatrices 
FADD via leur domaine de mort. La transduction du signal via le récepteur au TNF conduit 
également à la formation d’un complexe par l’intermédiaire des protéines adaptatrices TRADD. 
La présence sur ces protéines adaptatrices (FADD et TRADD) d’un second domaine dit DED 
(Death Effector Domain) permet la mobilisation de la pro-caspase 8 au niveau du complexe. Le 
rapprochement de plusieurs entités de pro-caspase 8 permet leur clivage réciproque et la 
libération de caspase 8 mature qui pourra activer les caspases effectrices. Dans certaines cellules 
cependant, l’efficacité de formation du complexe DISC étant faible, la caspase 8 peut interagir 
avec la voie intrinsèque en clivant le facteur pro-apoptotique BH3-only BID, conduisant alors 
malgré tout à une réponse apoptotique complète (Figure 7). 
Il n’est, à l’heure actuelle, pas clairement établi ce qui détermine le « choix » entre 
l’apoptose et la sénescence. Bien que la majorité des cellules soient capables d’induire les deux 
mécanismes, ces systèmes de sauvegardes semblent mutuellement exclusifs (Campisi and d’Adda 
di Fagagna, 2007; Childs et al., 2014). Le contexte et/ou le type cellulaire semble être des 










































































niveaux de BCL-2 ou l'inhibition de l’expression de la caspase 3 conduisent à l’entrée en 
sénescence de cellules généralement prônent à l’apoptose (Nelyudova et al., 2007; Rebbaa et al., 
2003). Ces données indiquent clairement qu’il existe une diaphonie entre les voies de 
signalisation régissant les processus d'apoptose et de sénescence cellulaire, notamment par 
l’intermédiaire de la protéine p53 (Figure 8). 
 
III. Mécanismes d’échappement à la sénescence et l’apoptose 
 
 La dérégulation des processus d’apoptose et de sénescence a été décrite comme étant à 
l’origine de plusieurs pathologies humaines, notamment le cancer. Dans les cellules humaines, il 
semblerait que l’inhibition concomitante des voies p53 et RB soit nécessaire à un échappement 
de la sénescence en réponse à une activation mitogénique (Haferkamp et al., 2009; Mallette et al., 
2007). Dans certaines études, cependant, l’inactivation expérimentales de la voie p53 (Di Micco 
et al., 2006; Voorhoeve and Agami, 2003) ou de la voie RB seule (Drayton et al., 2003; Narita et 
al., 2003) conduit à cet échappement. Cela peut s’expliquer par la forte proportion de mutations 
de l’une ou l’autre de ces voies dans les lignées tumorales utilisées en culture cellulaire, 
l’inactivation de la voie subsistante suffisant donc à l’induction du phénotype. En effet, de 
nombreuses altérations des mécanismes présentés précédemment ou touchant les voies en amont 
(MDM2, p16 entre autres) ont été décrites dans les cellules cancéreuses. C’est le cas, par 
exemple, de la protéine oncosuppressive p53 qui voit son activité perturbée de diverses manières. 
La perte de fonction de p53, que ce soit suite à une altération de la protéine ou par le biais de 
mécanismes d’inactivation fonctionnelle, conduit à une altération du processus apoptotique et 
semble être un évènement commun à plusieurs cancers. 
Plus de 75% des mutations conduisent à l’expression d'une protéine p53 ayant perdu ses 
fonctions oncosuppressives et pouvant dans le même temps exercer un effet dominant négatif sur 
le pool de protéines non-mutées. Cette activité transdominante négative résulte de leur aptitude à 
se tétramériser avec la protéine sauvage tout en ayant perdu leur capacité à se fixer sur l’ADN, 
générant ainsi des complexes transcriptionnels inactifs. De plus, certains mutants de p53 
acquièrent également des fonctions oncogéniques propres. Les premières observations en faveur 












































































































































































































































































































































































































/-. De manière fort intéressante, ces cellules démontrèrent une augmentation de leur capacité à 
former des tumeurs en xénogreffes (Shaulsky et al., 1991; Wolf et al., 1984). Il existe plusieurs 
propriétés pouvant expliquer ce type de résultats. En effet, plusieurs études ont démontré un gain 
de prolifération suite à l’expression de formes mutantes de la protéine p53 (Chen et al., 1994). 
Parallèlement, certains mutants induisent une altération des points de contrôle du fuseau 
mitotique conduisant à des instabilités chromosomiques (Gualberto et al., 1998; Wang et al., 
1998b). 
Les mutations de p53 ont enfin été démontrées comme favorisant la dissémination métastatique 
en promouvant l’EMT (Kogan-Sakin et al., 2011). Une première explication de ce gain de 
fonction a été apporté en montrant une stabilisation de la protéine SNAIL2 par les protéines p53 
mutées (Wang et al., 2009).  
 
 
IV. Restauration des mécanismes de sauvegardes comme approches 
thérapeutique 
 
Comme décrit préalablement, plusieurs études ont démontré que la réactivation de p53 in
vivo dans des tumeurs est suffisante, dans ces modèles simplifiés, pour réactiver les programmes 
de sénescence ou d’apoptose selon le contexte cellulaire, conduisant à la régression de la tumeur 
(Dankort et al., 2007; Ventura et al., 2007; Xue et al., 2007). Ainsi l'un des axes thérapeutiques 
développés vise à restaurer la fonction de la protéine oncosuppressive p53. Ce gène, découvert il 
y a maintenant 35 ans, se trouve être le gène le plus muté dans les cancers humains avec une 
fréquence de mutation d’environ 50%.  
95% de ces mutations se situent dans le domaine de liaison à l'ADN de la protéine, inhibant  ainsi 
son activité transcriptionnelle. Ces mutations ponctuelles se répartissent en deux grandes 
catégories, celles dites de contact et structurelles. Les mutations de contact concernent des acides 
aminés situés à l’interface avec l’ADN et altèrent l’activité de transcription sans pour autant 
perturber la structure tridimensionnelle de la protéine. En revanche, les mutations dites 




La protéine p53 est instable avec une température de fusion de 44°C et une demi-vie relativement 
courte de neuf minutes à 37°C. C'est la raison pour laquelle, il existe un intérêt particulier à 
élaborer des peptides et autres molécules de faible poids moléculaire permettant de stabiliser la 
protéine mutante dans sa conformation proche de la protéine sauvage et ainsi restaurer, ne serait-
ce que partiellement, l’activité de la protéine (Bullock and Fersht, 2001). En effet, l’augmentation 
de la température de fusion du complexe mutant-peptide, conduit à l’élévation de l’enthalpie 
requise pour dénaturer la protéine ainsi que le renforcement de l’interaction entre la protéine et sa 
cible, notamment l’ADN. Des études pionnières ont démontré l’efficacité de peptides 
synthétiques dérivés du domaine C-terminal ou encore celle d’anticorps ciblant cette région. Ces 
deux approches ont permis de restaurer le potentiel de fixation à l’ADN à la fois de mutants de 
contact et de mutants structurellement altérés (Hupp et al., 1995; Selivanova et al., 1997) et de 
restaurer, par exemple, une activité pro-apoptotique dans des lignées cancéreuses mammaires 
(Figure 9) (Kim et al., 1999; Selivanova et al., 1997). Malgré l’abondance de travaux dédiés à 
l’identification de stratégies visant à restaurer une activité sauvage des mutants de p53, il existe 
encore certaines incertitudes quant à la stabilité et le transport intracellulaire de ces peptides, des 
points importants à adresser avant leur utilisation en essais cliniques (Brown et al., 2009; Bykov 
et al., 2002; Foster et al., 1999; Wiman, 2010). 
Au-delà du ciblage des mutants de p53, d’autres études s’intéressent à l’inactivation de la 
voie de signalisation ou de protéines effectrices de la protéine oncosuppressive. Les protéines 
MDM2 et MDM4 font parties des principaux régulateurs de l’activité de p53. Dans des 
conditions physiologiques, ces protéines se lient à p53 afin de l’ubiquitiner et ainsi conduire à sa 
dégradation par le protéasome. Dans des conditions de stress, la fonction des protéines MDM2/4 
est bloquée par phosphorylation, titration ou encore augmentation de leur dégradation, conduisant 
à une stabilisation de p53. Dans de nombreuses tumeurs, une amplification du gène MDM2 ou 
l’inhibition du gène ARF, conduisent à une augmentation de l’activité de la protéine MDM2 et la 
dégradation conséquente de la protéine p53 (Brown et al., 2009; Oliner et al., 1992). Il existe une 
multitude d’études ayant été menées afin d’identifier des inhibiteurs de MDM2 (nutline, 
benzodiazépine, spiro-indole, MI-219, RITA,…) (Brown et al., 2009, 2011; Lu et al., 2014; 
Vassilev et al., 2004; Wiman, 2010). Cependant, les molécules actuelles ne possèdent pas 
d’activité significative envers MDM4. En effet, les protéines MDM2 et MDM4 possèdent des 










































































































































































































































































































protéines conduit à une létalité embryonnaire confortant l’idée qu’elles aient des fonctions 
distinctes (Parant et al., 2001). Les deux protéines fixent, pour autant, la protéine p53 par 
l’intermédiaire d’une même séquence, ce qui fait de cette région une cible de choix pour 
l’inactivation des deux homologues (Pazgier et al., 2009). Au-delà de ces quelques exemples, il 
est évident que n’importe quelle composante de la voie oncosuppressive dépendante de p53 peut 
être touchée, multipliant ainsi la complexité des stratégies visant à restaurer la fonctionnalité de 
cette voie. 
Bien que la plupart des études se concentrent sur des stratégies conduisant à l'induction de 
l'apoptose, d'autres options comprenant l’inhibition de la prolifération cellulaire, l’induction de la 
sénescence cellulaire, ou encore la réactivation de programme de différenciation (de sorte que les 
cellules subissent une différenciation terminale et donc un arrêt de la prolifération) sont 
envisageables. En cela, des études similaires à celles réalisées sur p53 ont été menées sur la 
protéine RB. En effet, dans des modèles transgéniques murins Rb1-/- et TP53 muté, ayant 
développé des tumeurs basal-like enrichies en marqueurs de l’EMT, la réexpression de la 
protéine RB1 conduit à leur régression. Ces tumeurs nécessitent donc le maintien de l’inhibition 
de la protéine oncosuppressive RB, ce qui indique que malgré leurs propriétés agressives, le 
phénotype tumorigènique peut être contrarié, notamment par des stratégies visant à restaurer 
l’activité de la protéine RB sauvage (Jiang et al., 2011; Knudsen and Wang, 2010). Malgré les 
difficultés pharmacologiques liées à la réactivation de gènes suppresseurs de tumeurs, des 
approches de thérapies géniques ciblant spécifiquement la voie RB ont été déployées dans des 
modèles précliniques (Roig et al., 2004; Zhang et al., 2003). Par ailleurs, l’utilisation 
d’inhibiteurs de cyclines kinases empêchant la phosphorylation de la protéine RB, maintenant 
donc la répression transcriptionnelle associée est également envisagée. Parmi ces agents, le 
composé Pfizer PD-0332991 représente la première utilisation ciblée d'un agent activant 
spécifiquement la voie RB en clinique (essai clinique de phase I) (Fry et al., 2004) et prévient la 
progression pathologique de patients atteints de tératome pendant une période de deux ans 
(Vaughn et al., 2009). 
En outre, plusieurs essais cliniques ont démontré l’efficacité de l’utilisation de stratégies 
cytostatiques qui limitent la prolifération des cellules tumorales sans néanmoins induire de mort 
cellulaire (Desai and Stadler, 2006; Martin and Schilder, 2006). Ces approches peuvent fournir 
33?
?
un nouvel arsenal thérapeutique aux effets secondaires réduits pour une survie équivalente du 
patient et correspondre à un objectif plus réaliste pour la prise en charge chronique de certains 
cancers. Une des options les plus étudiées pour l’induction de cette cytostase est la sénescence 
induite par des agents thérapeutiques (SIT). Le phénomène de SIT a été identifié dans des 
échantillons tumoraux issus de patients ayant subi des traitements génotoxiques ou radiations 
selon les protocoles thérapeutiques classiques (te Poele et al., 2002). La réponse cytostatique ou 
génotoxique dépend non seulement du contexte cellulaire mais également de la dose à laquelle la 
thérapie est prescrite. (Chang et al., 1999a; Zheng et al., 2004). A titre d’exemple, des lignées 
tumorales prostatiques traitées par 250 nM de doxorubicine entrent en apoptose alors qu’une dose 
de 25 nM du même agent thérapeutique induit de la sénescence (Ewald et al., 2009; Schwarze et 
al., 2005). En outre, il semble que la SIT puisse fonctionner comme un soutien de la réponse au 
traitement dans les cellules cancéreuses dans lesquelles les voies apoptotiques sont désactivées 
(Schmitt et al., 2002; Zheng et al., 2004). Notons que lors de l’utilisation de certains 
médicaments ou stratégies thérapeutiques induisant de la sénescence, la mise en place de la SIT 
peut prendre plusieurs jours, contrairement à l'activation rapide des processus apoptotiques qui 
conduisent à une destruction dans les premières 24 heures (Chang et al., 1999b; Schwarze et al., 
2005). Bien que des contraintes similaires puissent induire aussi bien de l'apoptose que de la 
sénescence, les voies régissant ces processus divergent et leur régulation est distincte. 
L’identification et la caractérisation de ce point nodal et des voies impliquées sont donc cruciales 
pour une meilleure compréhension de la SIT. De manière étonnante et contrairement à ce qui a 
été décrit dans le paragraphe précédent, les voies classiques impliquées dans la sénescence (p53, 
RB) semblent, dans certains cas, ne pas être nécessaires à l’induction du phénomène de SIT 
(Schmitt et al., 2002). Cette donnée apporte une explication rationnelle à l’induction de la SIT 
dans des lignées cancéreuses mutées pour les gènes RB1 et TP53 (Chang et al., 1999a, 1999b). La 
nature des effecteurs impliqués reste à définir. Quoi qu’il en soit, un nombre croissant d’études 
confirme l’induction du phénomène de sénescence dans des lignées tumorales après divers 
traitements classiquement utilisés en clinique tels que le cisplatine (Wang et al., 1998a), la 
doxorubicine (Elmore et al., 2002; te Poele et al., 2002), la camptothécine (Han et al., 2002) et 
l’hydroxyurée (Park et al., 2000). Ces travaux complémentent parfaitement les stratégies visant à 










2ème partie : La transition épithélio-mésenchymateuse.
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I. Quelques notions sur la transition épithélio-mésenchymateuse 
 
La transition épithelio-mésenchymateuse (EMT, selon l’acronyme anglais) est un 
mécanisme de transdifférenciation permettant de convertir de manière transitoire, et donc par 
définition réversible, des cellules épithéliales polarisées et jointives en cellules 
mésenchymateuses individualisées et motiles (Figure 10). De par sa capacité à favoriser la 
migration cellulaire, l’EMT joue un rôle prépondérant au cours des mouvements 
morphogénétiques et la mise en place de différentes entités anatomiques de l’embryon (valves 
cardiaques, voûte palatine, paroi du tube digestif, crête neurale) (Thiery et al., 2009). En effet, 
l’EMT intervient dès l’implantation de l’embryon dans l’utérus lorsque des cellules 
trophectodermales s’infiltrent au niveau de l’endomètre pour donner naissance à certaines 
annexes embryonnaires telles que le placenta (Larue et al., 1994). Après la nidation, une des 
étapes essentielles du développement embryonnaire au cours duquel l’EMT joue un rôle 
prépondérant est la gastrulation (Trelstad et al., 1967). Cette étape correspond à la mise en place 
des trois feuillets embryonnaires fondamentaux que sont l’ectoderme, le mésoderme et 
l’endoderme à partir du feuillet embryonnaire primitif, l’épiblaste. Au niveau de la ligne 
primitive, structure délimitant l’axe antéropostérieur de l’embryon, des cellules de l’épiblaste 
vont s’invaginer puis subir une EMT. Localement, la membrane basale va se rompre et permettre 
la migration des cellules dans la matrice située sous l’épiblaste pour conduire à la formation du 
mésoderme et de l’endoderme. L’épiblaste se différencie par la suite afin de donner naissance à 
l’ectoderme. C’est en réalisant plusieurs cycles d’EMT et de MET (MET ; acronyme anglais de 
mesenchymal to epithelial transition ; processus inverse de l’EMT) que le mésoderme et 
l’endoderme vont former de nombreux tissus et organes, parmi lesquels se trouvent le cœur et les 
parois du tractus digestif (Figure 11). 
Après la gastrulation chez les vertébrés, le territoire de l'épiderme et celui du tissu 
neuronal sont progressivement définis le long de l'axe rostrocaudal. A la frontière entre ces deux 
territoires se forme un structure embryonnaire spécifique des vertébrés, la plaque neurale. De 
façon similaire au phénomène observé au niveau de l’épiblaste, certaines cellules de la plaque 
neurale subissent une EMT au sein de l'épithélium neural dorsal et forment la crête neurale. La 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































pluripotentes qui seront à l’origine du système nerveux périphérique, des structures 
cranio-faciales telles que la mandibule, les odontoblastes ainsi que du tissu osseux et des 
mélanocytes (Acloque et al., 2009; Nieto, 2001). 
Les cellules épithéliales présentent pour caractéristiques d’être juxtaposées et solidarisées 
par des systèmes de jonctions intercellulaires, tels que les jonctions serrées, les jonctions 
adhérentes, les desmosomes et les jonctions communicantes (Figure 12). Ces structures 
membranaires spécialisées permettent le maintien de la cohésion et de l’orientation des cellules. 
L’association des jonctions intercellulaires et l’ancrage des cellules à la lame basale confèrent 
aux épithelia une grande résistance au stress mécanique et leur permet de jouer leur rôle de 
barrière physiologique de l’organisme. La reprogrammation génétique et épigénétique que 
représente l’EMT se traduit par une perte d’expression de nombreuses protéines impliquées dans 
ces jonctions intercellulaires. En particulier, la perte d’expression de l’E-cadhérine constitue un 
évènement suffisant pour induire une EMT in vitro, tout du moins dans certains modèles 
expérimentaux (Onder et al., 2008). L’EMT s’accompagne également d’une restructuration du 
cytosquelette associée à l’induction de l’expression de nouveaux filaments intermédiaires comme 
la vimentine et à celle d’autres marqueurs telle que la N-cadhérine. Cette restructuration 
contribue en particulier à l’acquisition d’une motilité, accentuée par l’expression de protéines 
telles la fibronectine et les métalloprotéases capables de modifier la matrice extracellulaire. 
De nombreuses voies de signalisation (TGF-?, Wnt, TNF-?, Notch) sont impliquées dans 
la régulation de l’EMT. Ces voies influent à différents niveaux sur le mécanisme de 
transdifférenciation, inhibant ou activant des programmes géniques spécifiques. Elles sont 
souvent interconnectées et partiellement redondantes, ce qui fait de l’EMT un mécanisme 
cellulaire complexe (Figure 13) (Moustakas and Heldin, 2007; Thiery et al., 2009). La variabilité 
observée d’un modèle cellulaire à l’autre est généralement le résultat de l’expression 
différentielle de récepteurs et/ou d’effecteurs de ces voies de signalisation. Toutes ces voies, 
directement ou indirectement, aboutissent in fine à l’activation de facteurs de transcription 
embryonnaires, régulateurs clefs de l’EMT. L’inter-régulation existante des facteurs de 
transcription embryonnaires (notés FTE dans la suite du manuscrit), ainsi que la présence de 
boucles de rétrocontrôle impliquant des miRNA, complexifient encore davantage la régulation du 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































contribuent également aux différences de susceptibilité des cellules à s’engager dans une 
EMT. Cette complexité suggère que toutes les cellules mésenchymateuses résultantes d’une EMT 
puissent être fonctionnellement distinctes, conférant ainsi aux cellules des niveaux de plasticité 
différents. De plus, les voies oncosuppressives régulées par les protéines RB et p53 influent 
également sur l’EMT, établissant de fait des liens entre l’état de prolifération des cellules, 
potentiellement les mécanismes de sauvegarde cellulaires et l’EMT (Jiang et al., 2010, 2011). 
Les familles ZEB, SNAIL et TWIST représentent les trois familles de FTE impliqués dans 
la régulation de l’EMT. Dans ce mémoire de thèse, nous nous focaliserons en particulier sur les 
membres de la famille TWIST. 
 
 
II. Les fonctions de l’EMT dans le développement tumoral. 
 
II.1. Rôle de l’EMT dans la dissémination métastatique. 
 
La grande majorité des tumeurs malignes humaines sont des carcinomes, c'est-à-dire 
d’origine épithéliale. L'apparition de métastases au cours de la progression de la tumeur est 
responsable de la plupart des décès liés à la pathologie (Eccles and Welch, 2007). La progression 
métastatique est un processus complexe, en plusieurs étapes, qui implique une invasion des tissus 
environnants, suivie par une diffusion des cellules malignes à l’aide des flux circulatoires 
(sanguins, lymphatiques) de l’organisme, et enfin leur rétablissement dans des sites secondaires 
distants pouvant éventuellement générer des métastases (Woodhouse et al., 1997).  
Le modèle linéaire de la progression tumorale suppose que les propriétés nécessaires à la 
formation de métastases, y compris la dissociation, la migration et la diffusion, soient acquises et 
fixées par des altérations génétiques à des temps tardifs de la cancérogenèse. Cependant, une 
observation communément faite par les pathologistes, est que les métastases présentent des 
structures épithéliales semblables à celle de la tumeur primaire. Ces observations suggèrent 
qu’une fois le processus métastatique achevé, les cellules tumorales sont capables de retrouver un 
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phénotype épithélial. Par conséquent, le phénotype dédifférencié arboré par les cellules 
métastatiques au cours des processus d'invasion et de diffusion, ne peut être fixé de manière 
irrévocable par des altérations génétiques. De plus, de récents travaux ont démontré la présence 
de micrométastases détectées alors que la tumeur primaire ne se trouve encore qu’à des phases 
précoces (Bidard et al., 2008; Pantel and Brakenhoff, 2004), mettant à mal le schéma classique de 
progression proposé à l’origine par Nowell puis défendu par Vogelstein (Nowell, 1976; 
Sidransky et al., 1992; Vogelstein et al., 1985). 
Cette plasticité cellulaire observée au niveau des cellules métastatiques, ainsi que les 
propriétés d’invasion et de migration ne sont pas sans rappeler certaines caractéristiques de 
l’EMT. De ce fait, une des hypothèses avancées a été de dire que les cellules épithéliales de la 
tumeur primaire subissaient une EMT afin de se dédifférencier en vue d’accomplir les différentes 
étapes (invasion, diffusion,…) nécessaires au processus métastatique. Cette hypothèse suppose 
également que, sur les sites éloignés, les métastases puissent réacquérir un phénotype épithélial 
par le phénomène inverse de MET, pour former des tumeurs secondaires (processus semblable à 
celui observé au cours du développement de l’épithélium rénal) (Davies, 1996). Une des 
premières observations étayant cette hypothèse a été faite dans le carcinome du côlon. Brabletz et 
collaborateurs démontrèrent la présence de cellules ayant subi une EMT au niveau des fronts 
invasifs. En effet, l’accumulation nucléaire de ?-caténine observée uniquement au niveau des 
fronts invasifs de la tumeur, coïncide avec une perte d’expression ou tout du moins une 
relocalisation cytoplasmique de la E-cadhérine, caractéristique d’une EMT. A l’inverse, le centre 
de la tumeur primaire ainsi que les métastases présentent une localisation membranaire voir 
cytoplasmique de la ?-caténine ainsi qu’une expression membranaire de la E-cadhérine, attestant 
du phénotype épithélial des cellules (Brabletz et al., 2001). Même si plusieurs équipes se sont 
étonnées de cette corrélation entre présence de E-cadhérine et métastases, du fait de la perte de 
son expression au niveau des fronts invasifs puis sa réexpression au niveau des foyers 
secondaires, le papier de Brabletz est un des premiers à clairement faire le lien entre l’EMT et 
l’initiation de la cascade métastatique (Heimann et al., 2000; Kaihara et al., 2003; Katagiri et al., 
1995; Oka et al., 1993; Yoshida et al., 2001). Par la suite, de nombreux travaux ont mis en 
évidence une réactivation aberrante de ce programme embryonnaire dans un grand nombre de 
tumeurs (Onder et al., 2008; Thiery, 2002; Yang and Weinberg, 2008). 
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En dépit des observations rapportées précédemment, la participation in vivo de l’EMT 
dans le processus d’invasion et de métastases a longtemps été remise en question (Tarin et al., 
2005). Il existe, en effet, deux raisons majeures à cela. La première repose sur le fait que les 
pathologistes n’observent pas, au sein des tumeurs épithéliales, la présence de cellules en EMT. 
La deuxième est due à la nature épithéliale des métastases issues de carcinomes. Malgré ces 
difficultés d’identification, différents travaux ont apporté des arguments forts, soutenant le rôle 
de ce processus au cours de la progression tumorale. L’équipe de Brabletz a pu démontrer la 
présence de marqueurs de cellules dédifférenciées et des caractéristiques de cellules ayant subi 
une EMT sur les fronts invasifs d’échantillons humains de cancers colorectaux (Spaderna et al., 
2006). Ces résultats furent confirmés dans plusieurs modèles tumoraux par divers travaux (Ao et 
al., 2006; Karnoub et al., 2007; Rees et al., 2006). Enfin, la démonstration formelle de l’existence 
du processus d’EMT in vivo fut apportée par Trimboli et collaborateurs, grâce au développement 
d’un modèle de souris transgénique. Ils générèrent un modèle exprimant, spécifiquement au 
niveau des cellules épithéliales mammaires, l’oncogène c-MYC ainsi que le rapporteur LacZ 
(WAP-cMyc ; ROSA-LSL-LacZ ; WAP-Cre). Grâce à ces souris, ils observèrent la présence de 
cellules mammaires mésenchymateuses LacZ+, démontrant ainsi la véracité du processus d’EMT 
in vivo (Trimboli et al., 2008). Nous savons aujourd’hui que les étapes de la dissémination 
métastatique impliquant l’EMT sont multiples et concernent l’invasion des tissus adjacents, 
l’intravasation, la survie dans les flux et l’extravasation (Thiery et al., 2009). Seule l’étape de 
colonisation semble davantage requérir le retour à un phénotype épithélial (Figure 15) (Ocaña et 
al., 2012; Tsai et al., 2012). 
Au-delà du rôle communément accepté de l’EMT dans la dissémination métastatique, de 
nombreuses données semblent indiquer que ce processus de transdifférenciation constituerait un 
mécanisme d’adaptation permettant aux cellules d’échapper à divers stress, l’associant ainsi aux 
problèmes de récidive (Peinado et al., 2007). Des travaux récents menés au laboratoire 
démontrent par ailleurs, que l’échappement à la senescence induit par la protéine TWIST1 in
vitro, s’accompagnait de l’induction d’une EMT partielle, favorisant la transformation de cellules 
épithéliales humaines en réponse à une simple activation oncogénique, suggérant que dans 
certaines conditions (environnement permissif), les deux mécanismes puissent être concomitants 
(Ansieau et al., 2008; Morel et al., 2012). L’induction aberrante de l’EMT pourrait donc faciliter 












































































































































































































































































































































































































































































d’emblée métastatiques. Cette hypothèse est confortée par la caractérisation, dans la 
moelle osseuse de patients atteints de cancer du sein, de cellules épithéliales mammaires 
présentant très peu d’altérations génétiques, suggérant ainsi une dissémination précoce de ces 
cellules, avant même ou de manière concomitante à la mise en place d’un phénotype mammaire 
malin. D’élégantes expériences menées par l’équipe du Pr. Klein ont démontré que la 
dissémination métastatique pouvait être initiée dès le stade de l’hyperplasie dans un modèle 
murin de progression tumorale mammaire (Figure 16) (Hüsemann et al., 2008). 
 
II.2. Mécanisme d’activation de l’EMT. 
 
Absent des tissus adultes différenciés, certains FTE sont réactivés lors de conditions 
pathologiques telles que la fibrose ou la tumorigenèse. La comparaison des mécanismes de 
régulation de l’EMT physiologique (au stade embryonnaire) ou au niveau pathologique montre 
que l’activation aberrante de ce processus est davantage le résultat de la dérégulation des voies de 
signalisation que l’émergence de voies nouvellement induites (Figure 17). Outre les voies et 
signaux décrits précédemment, la réactivation des gènes embryonnaires peut être le résultat de 
diverses conditions de stress. Ainsi, au cours de la progression tumorale, la compression 
mécanique, résultant de la prolifération anarchique des cellules, induirait, entre autre, 
l’expression du gène TWIST1 par le biais de la voie WNT, d’une manière similaire à celle 
observée au cours de la formation du mésoderme lors de la gastrulation (Butcher et al., 2009; 
Desprat et al., 2008; Farge, 2003; Whitehead et al., 2008). De même que, l’hypoxie présente au 
cœur de la tumeur primaire, notamment du fait de l’hyper-prolifération cellulaire ainsi que du 
déficit d’angiogenèse, induit l’expression des gènes TWIST1 et SNAI1 via l’activation d’un 
facteur de transcription sensible à la pression en oxygène, HIF-1 (Cannito et al., 2008; Gort et al., 
2008; Imai et al., 2003; Yang et al., 2008). L'EMT s'avère également être un point de 
convergence important entre l'inflammation et la progression tumorale (López-Novoa and Nieto, 
2009). En effet, certaines cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-?, permettent le 
recrutement de cellules immunitaires au niveau de l’interface tumeur-stroma. Ces cellules, ainsi 
que les fibroblastes activés jouxtant la tumeur, vont par la suite sécréter, en parallèle du TNF-?, 


























































































































































































































































































































































































































































































































Les travaux d’Erez et collaborateurs notamment, ont mis en évidence le rôle de la protéine 
NF-?B dans les effets pro-tumoraux de l’inflammation (Erez et al., 2010). Le facteur NF-?B se 
révèle être un puissant activateur transcriptionnel des gènes SNAI1, TWIST1 et ZEB1 (Chua et al., 
2007; Li et al., 2012a; Zhang et al., 2011). Par ailleurs, le facteur de transcription NF-?B permet 
la stabilisation de la protéine SNAIL1 dans diverses lignées tumorales (sein, colon, prostate) afin 
de favoriser l’initiation de la cascade métastatique (Wu et al., 2009). 
Au-delà des conditions de stress, la réactivation de ces gènes embryonnaires peut être le 
résultat d’activations oncogéniques. Dans le cadre du neuroblastome, le gène TWIST1 est une 
cible transcriptionnelle du facteur N-MYC (Selmi et al., 2014; Valsesia-Wittmann et al., 2004). 
Récemment, le laboratoire a mis en évidence que l’activation de la voie NRAS/BRAF conduit à 
un remaniement profond de l’expression des facteurs de transcription embryonnaires dans les 
mélanocytes (inhibition de l’expression des gènes ZEB2 et SNAIL2 et induction des gènes 
TWIST1 et ZEB1), favorisant de fait la dédifférenciation des cellules, leur transformation maligne 
et leur dissémination (Caramel et al., 2013). 
L’interconnexion des FTE ne permet pas seulement la redondance de l’induction d’une 
EMT mais possède un rôle fonctionnel à part entière comme l’ont montré les travaux de D. Tran 
et collaborateurs (Tran et al., 2011). En effet, ils démontrent l’existence d’une coopération 
temporelle et spatiale des FTE SNAIL1 et TWIST1 dans un modèle de cancer du sein. Dans cette 
étude, les chercheurs ont utilisé une approche se détachant des analyses généralement basées sur 
la surexpression des FTE, la réponse à un signal environnemental étant par définition transitoire 
ou du moins modulable. En utilisant une approche couplant de l’ARN interférence ainsi que des 
cycles de traitements des cellules au TGF-ß, permettant de se rapprocher au mieux des conditions 
physiologiques, les chercheurs ont montré, que ce soit dans des lignées épithéliales transformées 
ou non, que seule la protéine SNAIL1 est requise pour l’initiation de l’EMT, alors que la protéine 
TWIST1 est nécessaire au maintien à long terme du phénotype mésenchymateux. En réponse à 
un traitement transitoire au TGF-ß, on observe une expression temporaire de la protéine SNAIL1, 
au bord invasif de la tumeur primaire, qui conduit à l’induction de l’EMT tout en réprimant 
directement l’expression de la protéine TWIST1. Par la suite, l’expression de la protéine SNAIL1 
diminue, atténuant son effet répresseur sur la protéine TWIST1 qui permet le maintien du 
phénotype d’EMT au cours des étapes ultérieures de la dissémination métastatique et de la 
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dormance des micrométastases associées. Par ailleurs, cette coopération est retrouvée dans des 
études chez les patients, où le ratio TWIST1 : SNAIL1 corrèle avec la présence de 
micrométastases dans la moelle osseuse et se révèle être un marqueur prédictif puissant de la 
résistance aux traitements et le développement de métastases, le tout conduisant à une faible 
survie (Tran et al., 2011). 
La complexité des réseaux et la modulation fines des voies de signalisation qui la 
régulent, permettent aux cellules de s’engager à différents niveaux (partielle ou totale) dans 
l’EMT. Si l’EMT totale est associée à la dissémination de cellules isolées, l’EMT partielle et le 
maintien d’une certaine cohésion intercellulaire en résultant est associée à la dissémination 
collective (Friedl and Gilmour, 2009). A ce titre, les travaux de Shamir et collaborateurs 
confirment l’importance de l’EMT partielle dans la dissémination métastatique. En effet, les 
résultats du laboratoire démontrent que le maintien de l’E-cadhérine est nécessaire lors de la 
migration individuelle des cellules exprimant la protéine TWIST1. Ces cellules expriment donc 
plusieurs marqueurs mésenchymateux tout en conservant un phénotype épithélial (Shamir et al., 
2014). L’inhibition, dans ce même modèle, de l’expression de la E-Cadhérine conduit à la 
formation de structures membranaires type invadopodes. Indépendamment, les travaux de Eckert 
et collaborateurs ont montré que la protéine TWIST1 est nécessaire et suffisante à la formation 
d’invadopodes en conduisant à l’augmentation de l’expression de la kinase SRC en réponse à une 
augmentation du facteur PDGFR?. Cette caractéristique semble propre au facteur TWIST1 étant 
donné que l’inhibition de son expression dans des cellules exprimant de manière ectopique la 
protéine SNAIL1 conduit à l’absence de formation de ces structures d’invasion. De plus, la 
présence d’invadopodes dans les cellules exprimant le facteur SNAIL1 est due à l’activation de 








II.3. EMT et dédifférenciation 
 
Si l’on part du principe qu’une unique cellule en EMT soit capable de former une tumeur 
hétérogène, implicitement cela veut dire que cette cellule doit être dotée du potentiel d’auto-
renouvèlement et de différenciation, des propriétés attribuées aux cellules souches. Cette 
hypothèse soulève la possibilité que le processus d’EMT, en plus de permettre la dissémination 
cellulaires, s’accompagne de la ré-acquisition de certaines propriétés de cellules souches 
(Brabletz et al., 2005). A cet égard, le processus métastatique est, au moins superficiellement, 
similaire à des processus qui se produisent au cours de la réparation et régénération tissulaire. 
Lors de ces phénomènes physiologiques, des cellules souches adultes sortent de tissus 
« réservoirs », tels que la moelle osseuse, entrent et survivent dans la circulation sanguine puis 
atteignent les sites affectés, prolifèrent et se différencient afin de participer à la reconstruction 
tissulaire (Kondo et al., 2003). De plus, des expériences de reconstitution de glandes mammaires 
avec ces cellules souches conduit à la formation d’arbres ductaux exprimant de la vimentine, 
posant ainsi la question d’une éventuelle nature mésenchymateuse de ces cellules souches (Guo 
et al., 2012). Prises dans leur ensemble, ces données suggérèrent l’existence d’un possible lien 
entre les cellules souches et cellules mésenchymateuses issues de l’EMT. 
Mani et collaborateurs ainsi que le laboratoire ont depuis montré de manière indépendante 
que l’engagement dans le processus d’EMT au cours de la transformation de cellules épithéliales 
mammaires conduit à la formation de cellules souches cancéreuses. Ces cellules présentent un 
profil antigénique CD44+ / CD24-/faible, profil qui à l’origine était attribué aux cellules souches 
cancéreuses mammaires (Al-Hajj et al., 2003). De plus, ces cellules sont capables de former des 
mammosphères (dans des conditions de culture non-adhérentes) et présentent un pouvoir 
tumorigène chez la souris nude (Mani et al., 2008; Morel et al., 2008). Parallèlement à cela, il a 
été montré que les cellules CD44+ / CD24-/faible, issues de tissus mammaires sains ou de 
carcinomes mammaires, expriment des marqueurs mésenchymateux ainsi que des inducteurs 
d’EMT tels que les protéines TWIST (Mani et al., 2008). Ces mêmes inducteurs d’EMT sont 
retrouvés exprimés dans des cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle épinière. 
Après leur mise en culture, les cellules perdent peu à peu l’expression de ces protéines, 
probablement dû à leur différenciation. Or, l’expression ectopique des deux inducteurs d’EMT 
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dans ces cellules conduit à un maintien d’un état dédifférencié (Isenmann et al., 2009). En outre, 
d’autres travaux ont élégamment montré que la protéine TWIST1 est capable d’induire 
l’expression la protéine BMI-1, acteur important du caractère souches des cellules. Les protéines 
TWIST1 et BMI-1 coopèrent également afin de réprimer l’expression de la E-cadhérine (Martin 
and Cano, 2010; Yang et al., 2010). D’autres études associent EMT et propriétés de cellules 
souches. Ainsi, le facteur de transcription embryonnaire ZEB1, régule négativement un pool de 
miRNA inhibant les gènes de stemness SOX2 et KLF4 et n’est exprimé que dans des zones 
dédifférenciées de cancers pancréatiques et de colons (Wellner et al., 2009). 
Prises dans leur ensemble, ces observations suggèrent que les cellules à l’origine de la tumeur 
peuvent provenir de la transformation maligne de cellules souches saines, mais aussi de la 
dédifférenciation de cellules épithéliales par le processus d’EMT. 
 
II.4. Les propriétés oncogéniques de l’EMT 
 
En marge de son rôle dans la dissémination métastatique, bon nombre d’études récentes 
démontrent que l’EMT est impliquée dans d’autres étapes de la progression tumorale (Figure 18). 
La protéine ZEB1 a notamment clairement été identifiée comme étant nécessaire à la 
transformation par l’oncogène RAS dans un modèle de carcinomagenèse pulmonaire (Liu et al., 
2014). Par ailleurs, les travaux réalisés au laboratoire ont permis de démontrer que la réactivation 
du gène TWIST1 permet, non seulement, d’abolir les systèmes de sauvegarde cellulaires induits 
en réponse à une activation oncogénique de type RAS ou N-MYC mais également de coopérer 
avec ces oncoprotéines dans la transformation de cellules in vitro et in vivo (Ansieau et al., 2008; 
Morel et al., 2012; Valsesia-Wittmann et al., 2004). La capacité de la protéine TWIST1 à induire 
et à maintenir l’inhibition de la sénescence prématurée a depuis été confirmée dans des modèles 
transgéniques d’adénocarcinomes pulmonaires et prostatiques (détaillé dans la partie Twist) 
(Morel et al., 2012; Tran et al., 2012). Par ailleurs, l’inhibition des systèmes de sauvegarde 
cellulaires semble être une propriété partagée par les différents inducteurs d’EMT (Figure 19). En 
effet, la protéine ZEB1 maintient la prolifération des fibroblastes en réprimant directement la 













































































































































































































































































































































































































































sa part, la protéine ZEB2 a été démontrée comme étant capable d’induire un arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1 au travers d’une répression directe de la transcription du gène CCND1 
(cycline D1) (Browne et al., 2010; Mejlvang et al., 2007). De plus, elle semble protéger les 
cellules de l’apoptose en inhibant, en réponse à un stress génotoxique, le clivage des protéines 
PARP et caspase-3 (Sayan et al., 2009). Par ailleurs, la protéine SNAIL2 inhibe la voie 
mitochondriale de l’apoptose en abolissant l’activation du gène PUMA (inhibiteur du facteur anti-
apoptotique BCL-2), qui est un médiateur phare de l’apoptose dépendante de p53 (Wu et al., 
2005). 
Bien que les propriétés intrinsèques des différents inducteurs d’EMT contribuent 
indiscutablement à la transformation néoplasique, l’EMT s’accompagne d’une profonde 
restructuration de la chromatine par le biais de mécanismes épigénétiques (Dumont et al., 2008; 
McDonald et al., 2011). D’autres études ont également constaté des modulations d’épissage dans 
les cellules engagées dans un programme d’EMT (Shapiro et al., 2011; Warzecha and Carstens, 
2012). Les cellules en EMT subissent donc une reprogrammation génique profonde (Taube et al., 
2010). Récemment, le laboratoire a démontré qu’en réponse à l’activation de la voie 
NRAS/BRAF, on observe une profonde réorganisation de l’expression des FTE, conduisant à une 
perte d’expression des protéines ZEB2 et SNAIL2 exprimés dans les mélanocytes sains, au profit 
de l’expression des protéines ZEB1 et TWIST1. Cette modulation d’expression de ces facteurs de 
transcription embryonnaires, coopère avec BRAF dans la dédifférenciation et la transformation 
néoplasique des mélanocytes (Caramel et al., 2013). Rappelons que cette dédifférenciation est 
connu pour être favorisée par l’expression des FTE et de l’EMT associée (Mani et al., 2008; 
Morel et al., 2008). De récent travaux renforcent cette hypothèse en montrant que l’expression de 
SNAIL1 est nécessaire au maintien du statut de dédifférenciation des cellules souches 







II.5. EMT et chimiorésistance 
 
À la suite d'un diagnostic de cancer, la prise en charge chimiothérapeutique constitue, aux 
côtés de la chirurgie, une étape déterminante dans la survie des patients atteints. Malgré une 
réponse initiale majoritairement adéquate, un nombre important de cancers récidiveront peu de 
temps après la fin de leur(s) traitement(s) (Figure 20). De manière intéressante, dans ces cas de 
récidive, la plupart des patients développent une résistance à la chimiothérapie d’origine. La 
résistance d’un cancer aux médicaments anticancéreux (chimiorésistance) constitue donc un 
problème majeur en termes de prise en charge par les oncologues. Cette notion de 
chimiorésistance n’est pas nouvelle et fût déjà abordée en 1970 dans un article publié dans 
Cancer Research par Biedler et collaborateurs (Biedler and Riehm, 1970). Une des approches 
utilisées pour l’étudier a été d’établir des profils d’expression génique à partir de différentes 
lignées tumorales issues de divers tissus. Ces profils furent corrélés à la sensibilité aux drogues 
couramment utilisées pour traiter les tumeurs associées à ces lignées. De manière fort 
intéressante, l’analyse de profils provenant de cancers du sein ou de l’ovaire par exemple, a 
permis d’établir une corrélation étroite entre la chimiorésistance des tumeurs et une signature 
génique associée à l’EMT (Haslehurst et al., 2012; Helleman et al., 2010; I?eri et al., 2011; 
McConkey et al., 2009).  
 
A partir de là, il fût légitime d’envisager l’EMT comme un mécanisme moléculaire et 
cellulaire favorisant l’acquisition d’un phénotype de résistance. La reprogrammation génique 
associée a en réalité des conséquences multiples, en termes d’activation de voies de signalisation, 
de structures du cytosquelette et de métabolisme. Toutes ces modifications contribuent à octroyer 
aux cellules une résistance accrue aux traitements thérapeutiques, en déjouant l’effet des drogues 
dirigées contre certaines voies de signalisation, en inhibant l’efficacité d’agents toxiques et en 
perturbant l’activation de pro-drogues. En favorisant la dédifférenciation des cellules, l’EMT, 
accroit d’avantage ces phénomènes de résistance mais est également à l’origine de la récurrence 
de la pathologie. Ces phénomènes sont, en outre, le résultat de l’expression de transporteurs qui 
favorisent l’efflux des drogues mais également la résultante des propriétés intrinsèques des 
facteurs de transcriptions embryonnaires, d’autant plus qu’au niveau physiologique et 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































d’altérer le bon fonctionnement des mécanismes de sauvegarde cellulaire (Ansieau et al., 
2008; LaGamba et al., 2005; Vega et al., 2004). L’expression des certains FTE, et notamment les 
membres de la famille TWIST, accorde effectivement une résistance aux molécules génotoxiques 
connues pour induire l’activation des systèmes de sauvegarde. L’inhibition de la voie p53 joue en 
effet un rôle crucial dans la résistance médiée par la protéine TWIST1 lors de l’exposition à 
l’adriamycine ou à des rayonnements ? dans divers tissus cancéreux humains (rein, sein, poumon) 
(Vichalkovski et al., 2010). Dès lors, l’expression des différents facteurs de transcription 
embryonnaires et la présence d’une EMT furent recherchées dans divers cas de chimiorésistance. 
Ainsi, loin d’être marginale, l’EMT semble impliquée dans la résistance à un nombre pléthorique 
de molécules de diverses classes d’action dans une proportion significative de tissus différents 
aux vues de plusieurs études de corrélation. Les mécanismes impliqués sont nombreux et sont 
aussi bien imputables à la plasticité et l’adaptabilité accordée par l’EMT qu’aux propriétés 
intrinsèques des FTE (Figure 21) (pour un recensement plus exhaustif, se référer à « Jacqueroud 
L. L’EMT : de la plasticité à la chimiorésistance. Thèse d’exercice : Pharmacie : Lyon 1 ; 2013 » 
et « Jacqueroud L, Ansieau S. La transition épithélio-mésenchymateuse: de la plasticité à la 





































































































Structurellement et fonctionnellement conservées au cours de l’évolution (Castanon & 
Baylies, 2002; Thisse, el Messal, & Perrin-Schmitt, 1987), les protéines TWIST (TWIST1 et 
TWIST2, anciennement appelé DERMO-1) sont des facteurs de transcription caractérisés par la 
présence d’un domaine de fixation à l’ADN de type basique, d’un domaine de dimérisation en 
hélice-boucle-hélice (protéines b-HLH). Au-delà de ces deux domaines principaux, on peut 
également noter deux séquences d’adressage nucléaire et la présence d’un domaine d’interaction 
protéique localisé dans leur extrémité carboxy-terminale et connu sous le nom de domaine WR 
(ou boite Twist). En comparaison, les deux protéines divergent davantage dans leur partie amino-
terminale avec la présence dans la protéine TWIST1 d’un domaine riche en résidus Glycine, de 
fonction non définie (Figure 22) (Puisieux et al., 2006). L’importance fonctionnelles des 
domaines bHLH et du domaine WR ont été démontrés dans le cadre du syndrome de Saethre-
Chotzen : un syndrome caractérisé par des anomalies du développement, y compris une 
crâniosynostose marquée (aspects physiopathologiques développés dans le paragraphe 4.) (Singh 
and Gramolini, 2009; Su et al., 2011) et lié à une haplo-insuffisance du gène TWIST1 (el Ghouzzi 
et al., 1997; Howard et al., 1997). L’analyse de mutations associées à une perte de fonction de 
TWIST1 a permis de mettre en évidence l’importance d’un autre motif (S)NSEEE (en particulier 
la phosphorylation des résidus sérines 18 et 20), mais également celle de séquences situées en 
amont du domaine WR dans la conformation tridimensionnelle de la protéine ou encore la 
stabilité de son ARNm (Gripp et al., 2000b; Howard et al., 1997; Qin et al., 2012). En accord 
avec les effets chez l’humain, le modèle murin « Chaplin »  présente une craniosténose ainsi 
qu’une anomalie des membres postérieurs résultant d'une mutation S192P dans le domaine WR. 
Au-delà de sa capacité à réguler directement l’expression de gènes en se fixant sur des séquences 
E-box, la protéine TWIST1, par le biais du domaine WR, interagit directement avec les facteurs 
de transcription RUNX2 et SOX9, inhibant ainsi leur activité transcriptionnelle nécessaire à la 
différenciation ostéoblastique et chondrocytique. (Bialek et al., 2004; Gu et al., 2012). Par ce 
même domaine, la protéine TWIST1 interagit également avec les facteurs de transcription 
SNAIL1 et SNAIL2 et inhibe ainsi leur capacité à induire la délamination de la crête neurale chez 
le xénope (Lander et al., 2013). Enfin des mutations au sein de ce domaine conduisent à une perte 




























































































































































































































































































2013; Li et al., 2012b). Cette perte d’activité pourrait être liée à l’absence d’interaction 
entre la protéine TWIST1 et le facteur pro-métastatique HOX9 ou la sous-unité RELA du 
complexe NF-?B. De la même manière, l’interaction entre les protéines p53 et TWIST1 empêche 
certaines modifications post-traductionnelles clés de p53, dont la phosphorylation du résidu 
sérine 392, et facilite ainsi l’affinité puis la dégradation de p53 par MDM2 (Piccinin et al., 2012). 
 
Les protéines TWIST sont classées dans le groupe des protéines bHLH dit de classe II, 
dont l’expression est restreinte à certains types cellulaires, connues pour s’hétéro-dimériser avec 
les protéines bHLH de classe I, d’expression ubiquitaire, telles les protéines E2A. La protéine 
TWIST1 présente par ailleurs la particularité de former également des complexes 
homodimériques fonctionnels (Murre et al., 1989a). Les deux types de complexes TWIST1 
possèdent des fonctions distinctes voir antagonistes au cours du développement comme démontré 
pendant la myogenèse de la Drosophile (Castanon et al., 2001) ou lors du développement des 
membres et des structures crânio-faciales chez la souris (Connerney et al., 2006, 2008; Spicer et 
al., 1996). La balance entre homodimères et hétérodimères est gouvernée par un ensemble de 
facteurs, incluant l’expression relative des partenaires, la modification post-traductionnelle de 
résidus de la protéine TWIST et la présence de protéines HLH Id (Figure 23) (Connerney et al., 
2006, 2008; Firulli et al., 2005). Etant un facteur de transcription, la localisation nucléaire de la 
protéine est un prérequis à son activité (El Ghouzzi et al., 2000; Schwoebel and Moore, 2000). En 
cela, il est cohérent que l’altération des séquences d’adressage nucléaire (par exemple, mutation 
du résidu Lys38) conduit à une inhibition de l’activité transcriptionnelle de la protéine TWIST1 
(Singh and Gramolini, 2009). De manière intéressante, la coexpression de la protéine mutante 
TWIST1 K38R avec son partenaire E12 génère un dimère correctement localisé dans le noyau. 
 
La protéine TWIST1 fonctionne en tant qu’activateurs ou répresseurs transcriptionnels en 
recrutant diverses protéines dont les histone acétyl-transférases CBP/p300, des histone 
désacétylases (HDAC) et le complexe de répression NuRD (Fu et al., 2011; Hamamori et al., 
1999). Dernièrement, il a été démontré que l’acétylation de la protéine TWIST1 conduit au 
recrutement de BRD4, un régulateur transcriptionnel appartenant à la famille de protéines des 
BET (bromodomain and extra terminal domain). Les « bromodomains » reconnaissent les résidus 
























































































































































































































































































































































































niveau de la chromatine. En cela, l’histone H4 et la protéine TWIST1 se fixe de manière 
synergique à la protéine BRD4 (Shi et al., 2014). Cette interaction entre les protéines TWIST1 et 
BRD4 est notamment nécessaire à la transcription du gène cible WINT5A. Plus encore, 
l’inhibition de leur interaction conduit à une diminution significative du potentiel tumorigène de 




II. Fonctions de la protéine TWIST1 dans le développement embryonnaire. 
 
Les fonctions assurées par les protéines TWIST ont été, à l’origine, mises en évidence par des 
approches génétiques. Chez la Drosophile, la délétion du gène ancestral Twi altère la mise en 
place du mésoderme au cours de la gastrulation et s’accompagne de l’absence complète de 
viscères conduisant à une torsion de l’abdomen, d’où le nom de Twist (Simpson, 1983; Thisse et 
al., 1987). Chez la souris, la délétion des deux allèles du gène Twist1 n’affecte pas la gastrulation 
mais reste létale au niveau embryonnaire (E11.5) du fait d’altérations au niveau de la formation 
des somites et de la fermeture du tube neural (Chen and Behringer, 1995). Les souris Twist1 
hétérozygotes présentent, quant à elles, une polydactylie et une craniosynostose (Bourgeois et al., 
1998; el Ghouzzi et al., 1997), un phénotype similaire à celui de patients atteints du syndrome de 
Saethre-Chotzen (Firulli et al., 2007; el Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997). Plus de 
cinquante mutations intragéniques hétérozygotes, touchant toutes le domaine bHLH de la 
protéine TWIST1, ont déjà été décrites chez ces patients (Bouard et al., 2013; el Ghouzzi et al., 
1997; Gripp et al., 2000a). 
Basée sur l’observation du phénotype des modèles murins déplétés en Twist1, Lee et 
collaborateurs ont émis l’hypothèse d’une régulation de la différenciation des précurseurs 
ostéogéniques par la protéine TWIST1 (Lee et al., 1999). Par la suite, les travaux de Yousfi et 
collaborateurs ont permis de mettre en évidence l’interaction entre les facteurs de transcription 
TWIST1 et RUNX2 dans le processus de maturation des ostéoblastes (Komori et al., 1997; 
Yousfi et al., 2002a). Ce phénotype est également associé à une dérégulation de la balance entre 
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complexes TWIST1 homodimérique et hétérodimérique (en association aux protéines E2A) au 
profit de l’homodimère menant à une différentiation exacerbée des ostéoblastes et à une suture 
prématurée des os du crâne (Connerney et al., 2006, 2008). Il reste néanmoins à identifier la 
nature des complexes TWIST1-RUNX2. Il est en effet possible que la fixation de RUNX2 soit 
dépendante de l’homodimérisation préalable de TWIST1. Il est également envisageable que la 
dimérisation ne soit pas un prérequis et que la protéine RUNX2 forme un dimère à part entière 
avec la protéine TWIST1. 
Au cours du développement, le gène TWIST2 présente un profil d’expression tissulaire 
proche mais distinct du gène TWIST1 (Li et al., 1995). La délétion des deux allèles du gène 
Twist2  n’impacte pas le développement embryonnaire de souris (Li et al., 1995). Cependant les 
nouveau-nés meurent dans les premiers jours à la suite d’une cachexie sévère induite par une 
production anormalement élevée de cytokines pro-inflammatoires (Šoši? et al., 2003). Notons 
que ces souris présentent des anomalies oculaires et des lésions bitemporales également 
rencontrées chez des patients atteints du syndrome de Seitleis pour lesquels des mutations 
homozygotes non-sens de TWIST2 ont été identifiées (Tukel et al., 2010). Ces données suggèrent 
que, malgré leur homologie de séquence, les deux protéines possèdent des fonctions distinctes au 
cours du développement (Franco et al., 2011). Néanmoins, les souris double-hétérozygotes 
Twist1 et Twist2 présentent un phénotype semblable aux souris déplétées en TWIST2, confirmant 











III. Fonctions post-natales de la protéine TWIST1. 
 
Au cours du développement, les inducteurs d’EMT, dont les gènes TWIST, possèdent des 
profils d’expression spatio-temporels définis et limités. A la naissance, la plupart de ces protéines 
sont indétectables et leur expression chez les adultes se limite à quelques précurseurs de tissus 
d’origine mésodermique (Isenmann et al., 2009). Le gène TWIST1 est exprimé notamment au 
niveau du placenta, du cœur et des muscles striés squelettiques (Wang et al., 1997) où il joue le 
rôle d’inhibiteur de la différenciation myoblastique (Leshem et al., 2000). Son expression est 
également retrouvée dans les odontoblastes où il permet le maintien de l’homéostasie de ces 
cellules mésenchymateuses à l’origine de la dentine, constituant majeur de la dent (Galler et al., 
2007). Le gène TWIST1 se trouve, en outre, exprimé au niveau de la graisse brune, où il est 
essentiel à la régulation de la thermogenèse adaptative qui permet la métabolisation de la graisse 
en chaleur en inhibant le facteur de transcription PGC1?. Concrètement, une surexpression de 
TWIST1 au niveau des adipocytes conduit à l’inhibition de ce processus, aboutissant à une 
accumulation de graisse. A l’inverse, une haplo-insuffisance de TWIST1 induit une résistance au 
diabète de type 2, dit diabète graisseux (Pan et al., 2009; Wallberg-Henriksson and Zierath, 
2009).  
La protéine TWIST1 est également détectée dans les lymphocytes T « helpers 1 » LTH1 
dits lymphocytes auxiliaires. Concrètement, il a été montré que le taux de protéine dans les LTH1 
augmente en fonction du nombre de stimulations antigéniques reçues par les lymphocytes. Cette 
augmentation corrèle avec une diminution des cytokines normalement produites et sécrétées par 
ces LTH1 (TNF-?, IL-2 et IFN-?) en réponse à une stimulation antigénique (Niesner et al., 2008; 
Pham et al., 2012). Parallèlement, la protéine TWIST1 diminue l’expression de chémokines pro-
inflammatoires ainsi que de leurs récepteurs tout en inhibant la transduction des signaux en aval 
(Niesner et al., 2008). En cela, le facteur de transcription TWIST1 se comporte comme un facteur 
limitant la réponse pro-inflammatoire des LTH1 en réponse à leur activation.  
En ce qui concerne le gène TWIST2, il existe à ce jour très peu de travaux étudiant son 
expression dans les tissus adultes sains. La protéine a été identifiée dans les progéniteurs 
myéloïdes où elle inhibe leur prolifération ainsi que leur maturation (Sharabi et al., 2008). Au 
niveau des cellules myéloïdes matures, la protéine TWIST2 inhibe la production de cytokines 
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pro-inflammatoires telles que l’IL-12, tout en favorisant la production de cytokines anti-
inflammatoires, notamment l’IL-4 et l’IL-10 (Sharabi et al., 2008). Notons que chez la souris, la 
protéine TWIST2 a également été détectée dans le derme (Li et al., 1995). 
 
 
IV. Pathologies associées à une perte d’expression des gènes TWIST 
 
IV.1.Syndrome de Saethre-Chotzen 
 
Mis en évidence dès 1931 par le neuropsychiatre norvégien H. Saethre  et le pédiatre 
allemand F. Chotzen, le syndrome éponyme se définit comme une Acrocéphalosyndactylie de 
type brachycéphalie par synostose de la suture coronale. Le diagnostic repose principalement sur 
la présence de constatations cliniques caractéristiques. Les manifestations majeures se 
caractérisent par une déformation crânienne asymétrique, un front proéminent, des oreilles 
petites, rondes et présentant une déformation caractéristique du pavillon. On observe également 
un hypertélorisme (augmentation de distance entre deux organes ou parties du corps) associé à un 
ptosis (chute de la paupière supérieure) uni- ou bilatéral, un strabisme ainsi que des anomalies 
des voies lacrymales. L’hypertension intracrânienne, liée à la craniosténose, est responsable 
d’une atrophie optique et d’une surdité. Les symptômes ne se limitent pas à des altérations 
faciales. On observe également une syndactylie (fusion de la peau voire des os composant les 
doigts) souvent partielle ainsi que diverses altérations osseuses dactylaires. Bien que plusieurs 
symptômes, comme la syndactylie dite II-III (de l’index et du majeur) sont caractéristiques du 
syndrome de Saethre-Chotzen (SSC), le diagnostic différentiel inclut d’autres formes 
syndromiques de craniosténose comme Muenke, Baller-Gerold, Pfeiffer, et le syndrome de 
Crouzon. Il n’existe pas de traitement curatif mais simplement symptomatique qui consiste en 
une cranioplastie "d'avancement du visage" (ajustement des "monoblocs" de Lefort I, II ou III) et 
d’ajustement des plaques crâniennes. Ces opérations nécessitant en général un mois 
d'hospitalisation puis six mois de port de broches appelées "distracteurs" permettent le 
rétablissement d’un volume intracrâniale ainsi que d’une morphologie correcte, limitant ainsi le 
risque de retard mental. D’un point de vue étiologique, cette malformation autosomique 
dominante (prévalence 1 sur 25 000 à 50 000) est majoritairement due à une altération du gène 
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TWIST1, que ce soit suite à une délétion de son locus 7p21.1 ou en réponse à des mutations 
associées à une perte de fonction. De manière logique, on observe des phénotypes hautement 
similaires lors de la mutation des facteurs de transcription TCF12 (HEB) et FGFR2. Dans la 
pratique médicale de tous les jours, le dépistage prénatal pour une mutation TWIST1 est rare, 
mais peut être réalisée dans les familles ayant une mutation connue ou lorsque l'échographie 
montre une craniosténose d'étiologie inconnue. Dans la plupart des cas, lorsque le cas est pris en 
charge et traité précocement, le pronostic est excellent. Etant donné les propriétés tumorales de la 
protéine TWIST1, certains laboratoires ont essayé d’établir une corrélation entre le SSC et 
l’augmentation du risque de développer un cancer. Une première étude suédoise a été réalisée sur 
quinze familles ayant des membres féminins atteints du SSC. Cette étude stipule que sur 29 cas 
analysés, 15 (soit 52%) ont développé un cancer du sein après l’âge de 25 ans, quatre avant 40 
ans, et cinq entre 40 et 50 ans. Le nombre de cas observés (n=15) est, d’après ces travaux, 
significativement supérieur au chiffre attendu dans la population générale de cette tranche d’âge 
(n=0.89). Sahlin et collaborateurs concluent donc qu’une femme atteinte du SSC a une 
probabilité plus élevée de développer un cancer du sein (Sahlin et al., 2007). Cependant, une 
étude australienne infirme l’existence d’une telle corrélation sur une cohorte plus importante 
(James et al., 2009). Un certain nombre de données in vitro, dont certains présentés dans ce 
manuscrit (développés dans la partie « Résultats »), soutiennent l’étude australienne. 
Contrairement au SSC où l’haploinsuffisance ou des mutations du gène TWIST1 affecte le 
développement, la surexpression de la protéine est associée à plusieurs types de cancers. Dans  
nombreuses de ces cellules cancéreuses, la déplétion en TWIST1 inhibe la prolifération et réduit 
leurs potentiels transformants et métastatiques (Ansieau et al., 2008; Burns et al., 2013; Shi et al., 
2014; Tran et al., 2012). Malgré ces résultats in vitro, il existe deux rapports de malignité 
associée à une mutation du gène TWIST1 dans le SSC. Dans le premier cas, un carcinome 
nasopharyngé a été détecté chez une personne de 32 ans atteinte d’un SSC (McKeen et al., 1984). 
Toutefois, trois individus appartenant à la même fratrie n’étant pas atteint par le SSC ont 
également été diagnostiqués avec un cancer, réduisant ainsi la probabilité d’une corrélation entre 
SSC et tumorigenèse. Le deuxième rapport ne comportait qu'un seul individu présentant un SSC 
ainsi qu’un carcinome rénal à l'âge de 5 ans (Seifert et al., 2006). Fait intéressant, les deux 
mutations du gène TWIST1 associées au SSC sont effectivement retrouvées dans les lignées 
germinales alors que l’allèle sauvage a été apparemment conservé dans le tissu tumoral. 
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IV.2.Syndrome de Setleis 
 
Le syndrome de Setleis, encore appelé dysplasie dermique faciale focale de type III 
(FFDD3) a été décrit pour la première fois par le pédiatre Américain H. Setleis lors de l’étude 
d’une famille consanguine Portoricaine en 1963 (Setleis et al., 1963). Cette pathologie se 
caractérise par un faciès spécifique dit léonin (ressemblant à un lion), des lésions bitemporales 
faisant penser à des marques de forceps ainsi qu’un excédent de peau au niveau du visage 
donnant une impression de gonflement. Les anomalies structurelles du nez sont très fréquentes 
avec un allongement du septum au-delà des ailes nasales. Dans la plupart des cas, les enfants 
atteints du syndrome de Setleis arborent un pincement des lèvres mais également des anomalies 
des cils, tels qu’une distichiase (plusieurs rangées de cils sur les paupières supérieures) pouvant 
conduire à une irritation de la cornée si les cils se trouvent sur la face interne de la paupière, ou 
encore une absence de cils sur la paupière inférieure et/ou supérieure (astichiase). L’absence des 
glandes de Meibonius augmente, en outre, le risque d’infections (conjonctivite ou blépharite). 
S’ajoute à cela des altérations de la vision : nystagmus, exotropie et strabisme. Ce syndrome peut 
malheureusement être associé à des difficultés d'apprentissage, des problèmes de comportement 
voire un handicap intellectuel sévère. Lorsque c’est le cas, on observe généralement des 
défaillances de divers organes, réduisant fortement la durée de vie des patients. D’un point de vue 
thérapeutique, les anomalies nasales, labiales et occulaires peuvent être corrigées 
chirurgicalement, les interventions en chirurgie plastique restant limitées. Dans les cas les plus 
graves, le traitement ne peut être que symptomatique. Le mode de transmission du syndrome de 
Setleis n’est pas clairement établi. En effet, certaines études le caractérisent comme étant 
autosomique récessif, alors que d’autres le définissent comme dominant (al-Gazali and al-
Talabani, 1996). De manière générale, la pénétrance diminue dans les familles lorsqu’aucun 
parent ne présente de symptômes où que l’un des parents présente une dysmorphie faciale légère. 
Ces différents rapports suggèrent que le syndrome de Setleis est génétiquement hétérogène, 
reflétant probablement la nature interactive des anomalies génétiques sous-jacentes, ce qui 
pourrait expliquer la difficulté d’identification du mode de transmission. Dans la littérature 
médicale contemporaine, il n’existe qu’une vingtaine de cas répertoriés, répartis dans une 
quinzaine de familles, parmi lesquelles seulement quatre présentent des mutations du gène 
TWIST2 (Tukel et al., 2010). La majorité des patients atteints ne présentant pas ces mutations, ce 
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qui sous-entend l’existence de mécanismes moléculaires hétérogènes n’étant, pour l’heure, pas 
identifiés. Des études de séquençage du génome dans son intégralité des différents patients 
répertoriés et leur famille sont en cours afin de déterminer la causalité de ces phénotypes. 
 
 
V. Propriétés pro-métastatiques et oncogéniques des protéines TWIST 
 
V.1. III.1 Réactivation des gènes TWIST dans les cancers 
 
Les prémices du rôle des protéines TWIST dans la progression tumorale font suite à 
l’observation de la réactivation des deux gènes de manière fréquente dans des conditions 
pathologiques, en particulier dans de nombreux cancers incluant différents types de carcinomes, 
des sarcomes, des mélanomes, des gliomes et des neuroblastomes (Ansieau et al., 2010; Puisieux 
et al., 2006). Peu d’altérations génétiques sont connues pour être à la base de l’induction de gènes 
embryonnaires et en particulier du gène TWIST1. Tout au plus peut-on citer une amplification 
d’une région chromosomique incluant le gène TWIST1 dans des carcinomes de poumon à petites 
cellules (Pallier et al., 2012). Plus récemment, le groupe de Roberta Maestro a également montré 
à l’aide de marquage FISH, un gain en nombre de copie du locus contenant le gène TWIST1 dans 
des sarcomes (Piccinin et al., 2012). L’activation du gène est connue pour être induite 
directement en réponse à des activations oncogéniques, tels que l’amplification du gène N-MYC 
dans le neuroblastome ou encore la mutation du gène K-RAS dans le pancréas, (Lee and Bar-
Sagi, 2010; Selmi et al., 2014; Valsesia-Wittmann et al., 2004), en réponse à divers stress 
(hypoxie, compression mécanique), ou encore suite à une activation aberrante de multiples voies 






V.2. Propriétés pro-métastatiques 
 
En lien avec leur capacité à promouvoir l’EMT, la protéine TWIST1 est dotée d’un 
potentiel pro-métastatique comme l’attestent les travaux du groupe du Dr. Weinberg (Yang et al., 
2004). Il y a été montré que la présence de la protéine TWIST1 dans des lignées tumorales 
mammaires murines isogéniques corrélait avec une dissémination métastatique élevée. A 
l’inverse, l’extinction de son expression par des approches d’ARN interférence, conduisait à 
l’inhibition du processus métastatique. Au vu de ces observations et du rôle de la protéine 
TWIST1 dans l’induction d’une EMT au niveau embryonnaire, les auteurs établissent un lien 
entre potentiel métastatique et capacité à induire une EMT (Onder et al., 2008; Yang et al., 2004). 
Des travaux récents ont permis de confirmer que  la protéine TWIST1 favorise la formation 
d’invadopodes, protubérances membranaires spécialisées dans la dégradation de la matrice 
extracellulaire (Eckert et al., 2011). En accord avec ces observations, la détection de la protéine 
TWIST1 dans des tumeurs primaires humaines est associée à un risque élevé de développer des 
métastases (Martin et al., 2005; Watanabe et al., 2004; Yang and Weinberg, 2008). Récemment, 
ces observations ont été étendues à la protéine TWIST2 (Fang et al., 2011) (Fang et al., 2011). 
 
V.3. Propriétés oncogéniques 
 
L’activation des gènes embryonnaires TWIST présente d’autres effets délétères, en 
particulier celui d’inhiber les voies oncosuppressives dépendantes des protéines RB et p53 et de 
permettre ainsi aux cellules d’échapper à l’apoptose ou à la sénescence induites en réponse à des 
activations mitogéniques. Les premières suggestions de propriétés anti-apoptotiques des protéines 
TWIST remonte à 1995 lorsque la délétion des deux allèles du gène Twist1 a été montrée comme 
responsable d’une augmentation massive de l’apoptose dans les somites au cours de 
l’embryogenèse (Chen and Behringer, 1995). Par la suite, l’haploinsuffisance de TWIST1 
observée chez des patients atteints du syndrome de Saethre-Chotzen révéla son rôle dans la 
régulation de l’apoptose des ostéoblastes crâniens (Yousfi et al., 2002b). Il doit cependant être 
noté que dans ces deux cas, l’apoptose observée est le résultat d’une différenciation prématurée 
n’impliquant pas directement ces voies oncosuppressives, les taux d’expression des protéines p53 
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(protéine totale ou phosphorylée) et RB ne variant pas (Yousfi et al., 2002b). Néanmoins, ces 
études ont permis de définir une des réponses biologiques majeures liées à l’expression de la 
protéine TWIST1.  
La première preuve de ce concept dans un contexte tumoral parvint d’un criblage 
fonctionnel de protéines capables de contrecarrer l’apoptose induite en réponse à l’activation de 
l’oncogène c-MYC dans des fibroblastes de rat (Maestro et al., 1999). Outre son potentiel 
oncogénique, le facteur de transcription c-MYC constitue également un puissant inducteur 
d'apoptose (Evan et al., 1992). La transformation cellulaire par c-MYC nécessite donc la mise en 
place de mécanismes susceptibles de neutraliser son activité pro-apoptotique telle l’inactivation 
directe ou indirecte de gènes suppresseurs de tumeurs. L’analyse du mécanisme d’inactivation de 
l’apoptose induite en réponse à c-MYC par les gènes TWIST a permis de déterminer qu’il repose 
sur une inactivation de la voie oncosuppressive ARF-p53, conférant aux protéines TWIST une 
activité pro-oncogénique. Le laboratoire a ensuite confirmé cette activité anti-apoptotique dans le 
cadre de la neuroblastomagenèse en se basant sur l’aspect moléculaire de la pathologie. En effet, 
alors que l’amplification du gène N-MYC devrait sensibiliser les cellules à l'apoptose, les patients 
ayant un statut N-MYC-amplifié sont généralement de mauvais pronostic, malgré une 
chimiothérapie intensive (Brodeur, 2003). Bien que, la voie ARF/p53 représente le système de 
sauvegarde directement induit en réponse à une activation de N-MYC, les mutations du gène 
TP53 représentent des événements rares dans le cadre du neuroblastome (Vogan et al., 1993; 
Zindy et al., 1998). Le laboratoire a démontré que l’amplification du gène N-MYC conduit 
irrémédiablement à l’activation du gène TWIST1, ce dernier étant une cible transcriptionnelle de 
l’oncoprotéine (Selmi et al., 2014), protégeant ainsi les cellules contre l'effet pro-apoptotique de 
N-MYC par l'inhibition de la voie ARF/p53 (Valsesia-Wittmann et al., 2004). Toutefois, même si 
TWIST1 inhibe efficacement la pénétrance du phénotype apoptotique, l’application d’un stimulus 
apoptotique intense et prolongé permet d’outrepasser l’effet protectif du facteur embryonnaire 
(Maestro et al., 1999). Il a, en effet, été démontré que l’induction intense du phénomène 
d’apoptose s’accompagne d’une diminution drastique du taux de protéine TWIST1 sans pour 
autant affecter le niveau de son ARNm. Cela s’explique par la présence, dans la séquence 
primaire de la protéine TWIST1, d’un site de clivage de la caspase-3 (DELD). Les fragments de 
digestion sont hautement instables et subissent une dégradation médiée par le protéasome. 
L'abrogation de ce site par mutagenèse dirigée aboutie à l’inhibition de la dégradation de la 
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protéine TWIST1 ainsi qu’à une restauration de la pénétrance apoptotique (Demontis et al., 
2006). 
 L’inactivation de la protéine p53 par les facteurs TWIST s’effectue à des niveaux 
multiples. La protéine TWIST interagit avec le facteur HOXA5, prévenant ainsi la transcription 
du gène TP53. Il intervient également lors de sa stabilisation par modifications post-
traductionnelles en empêchant la phosphorylation du résidu Ser20, élément essentiel de 
l’activation de la protéine p53 en réponse à un stress génotoxique (Stasinopoulos et al., 2005). 
Parallèlement, la protéine embryonnaire TWIST1 est capable de séquestrer les acétyltransférases 
p300 et pCAF nécessaires à l’activité transactivatrice de la protéine p53 (Hamamori et al., 1999). 
Elle est également capable d’interagir directement avec la protéine p53 pour en moduler 
l’activité. En effet, il est capable de se fixer au domaine de liaison à l’ADN de la protéine, 
inhibant ainsi la transcription de ses gènes cibles (Shiota et al., 2008). Plus récemment, le groupe 
de R. Maestro a mis en exergue une interaction directe entre le domaine WR et les séquences 
carboxy-terminales de la protéine p53. Cette interaction a pour effet d’inhiber la phosphorylation 
du résidu Ser392, conduisant à une augmentation de l’affinité de p53 pour son répresseur MDM2, 
favorisant ainsi sa dégradation (Piccinin et al., 2012). 
Au-delà de leurs propriétés anti-apoptotiques, les protéines TWIST facilitent également 
l’échappement au mécanisme de sénescence en réponse à divers stress génotoxiques (cisplatine et 
peroxyde d’hydrogène) comme l’ont montré Kwok et collègues en 2007 dans des lignées de 
prostate (Kwok et al., 2007). Parallèlement, notre laboratoire a démontré que les protéines 
TWIST permettent un échappement au mécanisme de sénescence en réponse à une activation 
mitogénique et représentent de ce fait des protéines de régulation majeures des principaux 
systèmes de sauvegarde cellulaire. Des expériences de coopération oncogénique ont été menées, 
dans un premier temps, dans des fibroblastes embryonnaires murins. A l’inverse de la famille 
MYC, l’expression d’oncogènes tels que RAS est davantage associée à l’induction du mécanisme 
de sénescence (Serrano et al., 1997; Trost et al., 2005). Les résultats ont montré que l’expression 
des protéines TWIST permet de neutraliser l’induction du programme de sénescence et coopère 
avec RAS dans la transformation néoplasique des cellules (Ansieau et al., 2008). L’analyse 
mécanistique tend à démontrer que les protéines TWIST répriment les voies oncosuppressives 
dépendantes des protéines p53 et RB en inhibant l’activité transcriptionnelle des gènes CDKN2A 
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et CIP1. Dans des lignées de carcinomes de poumon avec un statut RB1 et TP53 mutés, 
l’inhibition de l’expression de TWIST1 s’accompagne de l’engagement des cellules dans un 
programme de sénescence, suggérant que TWIST1 fonctionne par de multiples mécanismes 
restant à définir (Burns et al., 2013). On peut cependant noter la présence d’éléments cis-
régulateurs potentiels (E-box) en amont du locus INK4A/ARF/INK4B, ce qui rend possible leur 
régulation par les FTE et donc l’inhibition de la sénescence (Ansieau et al., 2008; Burns et al., 
2013; Hansson et al., 2003). De plus, des protéines membres de la famille des polycombs, telles 
que EZH2 et BMI1, sont connues pour inhiber l’expression des protéines codées par ce locus. Or, 
ces deux facteurs sont activés en présence de la protéine TWIST1, renforçant ainsi la régulation 
de ces inhibiteurs de cyclines-kinases par la protéine TWIST1 (Cakouros et al., 2012; Popov and 
Gil, 2010; Yang et al., 2010). 
De manière intéressante, la déplétion de TWIST1 et/ou TWIST2 par des approches 
d’ARN interférence dans des lignées tumorales mammaires et de mélanomes ou de 
neuroblastomes conduit généralement à l’engagement des cellules dans un programme de 
sénescence ou leur mort, suggérant que de nombreuses lignées restent addictives aux protéines 
TWIST pour leur survie et prolifération (Valsesia-Wittman et al., 2004 ; Ansieau et al., 2008). 
Ces données ont été confirmées en opérant des tests de coopération oncogéniques in vivo entre 
protéines RAS et TWIST1 dans des cellules épithéliales de poumon (Tran et al., 2012). Par le 
biais de souris transgéniques, en utilisant une forme inductible du gène Twist1, l’expression du 
facteur de transcription embryonnaire a été confirmée comme étant capable de coopérer avec 
RAS dans le développement de tumeur et le maintien de son expression comme indispensable à 
la prolifération des cellules cancéreuses (Figure 24). 
Par le biais de l’inhibition de ces systèmes de sauvegarde et l’induction du mécanisme 
d’EMT, les protéines TWIST favorisent la conversion de lésions pré-malignes en tumeurs 
malignes ainsi que la dissémination métastatique. Ces deux mécanismes ont été montrés comme 
étant potentiellement concomitants, dans des conditions permissives à l’EMT, dans des études in
vitro. Des analyses immunohistochimiques ont démontrés la présence de la protéine TWIST1 au 
sein de lésions primaires de carcinomes mammaires à un stade précédent la dissémination 
métastatique (Morel et al., 2012). Dans le même temps, il a été montré que l'activation de la 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































protéine TWIST1, une dissémination de cellules pré-malignes à partir de tissu mammaire 
vers les poumons et la moelle osseuse avant même l'apparition de tumeurs mammaires 
(Hüsemann et al., 2008), corroborant ainsi les études de Podsypanina et collaborateurs, stipulant 
que des cellules épithéliales mammaires murines phénotypiquement saines, injectées dans le flux 
sanguin puissent survivre dans des sites ectopiques tels que les poumons, jusqu’à ce que 
l'expression d’oncogènes ne conduise à leur prolifération et la colonisation du site (Podsypanina 
et al., 2008). 
 
 
VI. Régulation de l’activité de la protéine TWIST1. 
 
Une analyse comparative du taux d’ARNm et de l'expression de la protéine Twist1 dans 
des embryons de souris a montré une forte expression de l'ARN dans le mésoderme présomitique, 
les somites épithéliaux, et le mésoderme antérieur, sans pour autant que la protéine ne puisse être 
détectée (Gitelman, 1997). Ce delta de corrélation a également été noté au cours du 
développement embryonnaire plus tardif. En effet, le taux d’ARN atteint son plus haut niveau 
sept jours post-coïtum alors que celui de la protéine n’est pas atteint avant le neuvième jour. La 
différence de concordance entre l'expression de l'ARNm et celle de la protéine suggère donc que 
l'expression du gène Twist1 est contrôlée au niveau post-transcriptionnel (Gitelman, 1997). 
 
VI.1.Modifications post-traductionnelles et régulation de la 
stabilité de la protéine. 
 
Les régulations post-traductionnelles, dont les phosphorylations font partie, jouent un rôle 
de premier plan dans le contrôle fin de l’expression génique en permettant une modulation de la 
stabilité/activité des protéines dans le temps et l’espace, en fonction des besoins de la cellule. La 
protéine TWIST1 étant instable, le contrôle dynamique de sa stabilité constitue un mécanisme 
déterminant de la régulation de son activité. Des analyses par spectrométrie de masse ont permis 
d’identifié le résidu Ser68 comme étant un site majeur de phosphorylation de la protéine 
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TWIST1. De manière intéressante, le taux de phosphorylation corrèle avec le niveau d’expression 
de la protéine dans différentes lignées tumorales mammaires. Par ailleurs, l’utilisation d’un 
mutant mimant son hypo-phosphorylation (S68A) accélère considérablement l’ubiquitination et 
la dégradation de la protéine. En effet, la demi-vie de la protéine dite sauvage est de 6,2 heures et 
n’est plus que de 1,8 heures pour le mutant S68A. La co-expression de l’ubiquitine avec le 
mutant S68A ou S68E augmente le degré d'ubiquitination (particulièrement évident en présence 
de MG132) de ces protéines par rapport à la protéine TWIST1 sauvage confirmant les 
précédentes observations. Ces mêmes travaux concluent que la phosphorylation se fait en réponse 
à l’activation de la voie des MAPK ou à un traitement au TGF-?, stabilise la protéine en bloquant 
sa dégradation par le protéasome (Hong et al., 2011). 
Le résidu Ser68 n’est pas le seul site de phosphorylation impliqué dans la stabilisation de 
la protéine TWIST1. En effet, la phosphorylation du résidu Ser42 par la protéine PI3K/PKB, 
permet également une stabilisation de la protéine TWIST1 (Vichalkovski et al., 2010). Cette 
stabilisation se retrouve lors de la phosphorylation des résidus Ser18 et Ser20 par la Caséine 
Kinase 2 (CK2) en réponse à l’interleukine-6 (Su et al., 2011). 
La partie N-terminale de TWIST1 n’est pas la seule à intervenir dans sa stabilité. De 
manière opposée, la phosphorylation de la protéine TWIST1 par la protéine GSK3-? au niveau du 
domaine WR, dans le modèle du xénope, conduit à une dégradation du facteur de transcription. 
L’effet de GSK3-? passe a priori par une augmentation de l’affinité de Ppa, composante 
reconnaissant le substrat de l’ubiquitine ligase E3, pour le domaine WR de la protéine TWIST1, 
conduisant à sa dégradation (Lander et al., 2011). Bien que le domaine WR soit nécessaire à 
l’ubiquitination de la protéine, le domaine lui-même ne contient pas de résidus Lysine pouvant 
fonctionner comme sites accepteurs de fragments d’ubiquitine. Il semblerait que ce soit le résidu 
Lys175 juxtaposé au domaine WR qui soit la cible de l’ubiquitination, sa mutation induisant une 
stabilisation de la protéine (Qiang et al., 2014). 
L’ubiquitination n’est pas la seule voie conduisant à la déplétion en TWIST1. Au-delà du 
protéasome, il existe un mécanisme de dégradation supplémentaire : l’autophagie. Tout comme 
pour la protéine p53, l'inhibition de l'autophagie augmente la stabilité de la protéine TWIST1, 
sans pour autant bloquer totalement la dégradation, suggérant une coopération possible entre 
autophagie et le protéasome. La protéine p62 a été démontrée comme étant une protéine 
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adaptatrice de l’autophagie qui agit comme un lien entre ubiquitination et autophagie. De plus, 
des analyses d’immunoprécipitation ont montré que p62 se fixait grâce à son domaine UBA 
(ubiquitin-associated domain) sur le domaine WR lorsque celui-ci est ubiquitinilé. La délétion du 
domaine UBA inhibe la capacité de p62 à interagir avec les molécules d’ubiquitine associées à 
TWIST1 (Qiang et al., 2014). 
 
VI.2.Répercussions de la phosphorylation de la protéine TWIST1 
sur son activité. 
 
La phosphorylation de TWIST1 n’agit pas seulement sur sa stabilité mais aussi sur sa 
capacité à interagir avec ses partenaires influant de fait à un autre niveau sur son activité. A 
l’origine, la phosphorégulation des FTE de la classe des bHLH a été étudiée en utilisant les 
protéines HAND comme modèle. Ces travaux ont mis en exergue un circuit de régulation 
impliquant la protéine kinase A (PKA) ou PKC ainsi que la sous-unité B56? de la phosphatase 
PP2A. L’utilisation de mutants de phosphorylation (hyper- et hypophosphorylés) a permis de 
démontrer l’importance du groupement phosphate dans l’affinité des protéines HAND pour ses 
partenaires de dimérisation (Firulli et al., 2003). Ces variations du statut de phosphorylation 
conduisent à des altérations de la morphogénèse dans des expérimentations in vivo. Les résidus 
impliqués dans ce processus sont hautement conservés au cours de l’évolution et sont retrouvés 
au niveau des protéines TWIST (Firulli and Conway, 2008). Des expériences de 
coimmunoprécipitation ont confirmé que la protéine TWIST murine est phosphorylable par la 
kinase PKA et interagit avec l’unité catalytique B56? de la phosphatase PP2A (Firulli et al., 
2005). De manière intéressante, certaines mutations impliquées dans l’apparition du SSC sont 
adjacentes aux sites de fixation de la PKA et réduisent considérablement la phosphorylation des 
résidus Thr125 et Ser127. Certaines de ces mutations se trouvant dans le domaine basique de 
liaison à l’ADN et étant associées à des malformations, il est possible que les effets sur le 
développement résultent du seul changement dans la spécificité de liaison de l'ADN et non pas du 
statut de phosphorylation. Cela semble peu probable étant donné que ces mêmes mutations dans 
le modèle C.elegans n’abolissent pas la capacité de la protéine TWIST1 à se fixer à l’ADN (Corsi 
et al., 2002). En cela, les modifications post-traductionnelles des protéines HAND2 et TWIST1 
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impliquant la phosphorylase PKA et la phosphatase PP2A rendent plausible l’hypothèse selon 
laquelle l’état de phosphorylation contrôle l'activité de ces protéines. Par homologie, un des 
acides aminés majeurs de la protéine humaine semble être le résidu Ser123, la mutation de ce 
résidu conduisant au syndrome de Saethre Chotzen (Firulli et al., 2005). Les mutants 
hyperphosphorylés de cette sérine (S123D) récapitulent les interactions de la protéine sauvage 
avec E47 et HAND2, toutefois avec une affinité plus faible. Les mutants hypophosphorylés 
(S123A), pour leurs parts, possèdent un profil d’interaction distinct et favorisent la formation 
d’homodimères TWIST1. Exprimé in vivo, l’homodimère à l’inverse de l’hétérodimère 
s’accompagne d’un phénotype de type SSC (Firulli et al., 2005). Parallèlement, l’observation que 
cinq mutations ponctuelles apparaissant chez des patients atteints du SSC codent pour des 
protéines ayant un potentiel de phosphorylation réduit sachant que les variations du statut de 
phosphorylation conduisent à un bouleversement en terme de partenaires de dimérisation, semble 
valider l’hypothèse, selon laquelle la dimérisation et donc la fonction de TWIST1 est dépendante 
de son état de phosphorylation. 
 
 
VI.3.Dimérisation : cas particulier de l’homodimère TWIST1-
TWIST1 et de l’hétérodimère TWIST1-E12.  
 
Le choix du partenaire de dimérisation semble donc crucial dans la modulation de 
l’activité des FTE et plus particulièrement ceux de la famille des bHLH. Ce motif de dimérisation 
hélice-boucle-hélice a été identifié pour la première fois lors de l’étude des protéines E12 
(Transcription Factor-3, TCF-3) et E47 (Immunoglobulin Transcription Factor-1, ITF1). Issues 
de l’épissage alternatif du gène E2A, ces protéines ont à l’origine été identifiées comme jouant un 
rôle majeur dans la lymphogenèse à la suite d’un criblage visant à identifier les protéines 
impliquées dans le contrôle de l’expression des chaines lourdes des immunoglobulines et se 
fixant sur des motifs d’ADN particulier (E-Box) (Murre et al., 1989a, 1989b). Il existe une très 
forte homologie de séquence entre ces deux protéines qui diffère seulement et légèrement au 
niveau de leur bHLH, ce qui suppose une redondance fonctionnelle (Slattery et al., 2008). 
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Contrairement aux protéines TWIST qui appartiennent aux bHLH tissus spécifiques de classe II, 
les protéines E12 et E47 appartiennent à une classe ubiquitairement exprimée, la classe I. Il a 
depuis été montré que les bHLH de classe II étaient capables de former des homodimères ou 
encore de s’hétérodimériser avec les protéines E12/E47 de classe I. Ces dimères sont ensuite 
capable de fixer, par l’intermédiaire de leur domaine basique, les séquences consensus E-Box 
(Massari and Murre, 2000).  
Pour rappel, les travaux de Firulli et collaborateurs ont mis en évidence des différences 
phénotypiques lors de l’expression de l’homodimère TWIST1-TWIST1 ou de l’hétérodimère 
TWIST1-E12 in vivo (Firulli et al., 2005). De manière intéressante, dans le modèle de la 
Drosophile, l’expression de l’homodimère ne permet pas de compenser totalement les altérations  
phénotypes des individus portant une délétion complète du gène Twist ce qui implique l’existence 
d’autres complexes fonctionnelle, dont T1E12 (Castanon et al., 2001; Spicer et al., 1996). Or, 
E12/E47 ayant des fonctions propres, on se doit de se poser la question suivante : Le complexe 
T1E12 a-t-il une activité en soi ou est-elle simplement basée sur la capacité de la protéine 
TWIST1 à titrer E12/E47 et ainsi inhiber l’activité que ces protéines peuvent avoir par ailleurs ? 
Il est vrai que la protéine TWIST est capable d’inhiber la myogenèse en titrant le facteur E12, 
l’empêchant de former des dimères avec d’autres bHLH telles que MyoD (Hamamori et al., 
1997; Hebrok et al., 1994; Spicer et al., 1996). Parallèlement, le laboratoire de James Cross a 
récemment souligné le rôle dominant de l'homodimère HAND1 au cours du développement de la 
souris, restreignant la fonction d’hétérodimère à un rôle de contrebalancement de l'activité de 
HAND1 in vivo (Hu et al., 2013). Cependant, la dimérisation des protéines TWIST1 et E12 ne se 
limite pas à un effet de titration. En effet, l’expression des deux monomères séparément n’est pas 
en mesure d’activer significativement un rapporteur contenant le promoteur d’un gène cible de 
Twi chez la Drosophile. La coexpression des deux protéines résulte, pour sa part, en une 
activation du rapporteur démontrant la nécessité, pour la transactivation, de la dimérisation de 
Twi avec son partenaire E12 (Laursen et al., 2007).  
Il semble donc que la balance entre homodimère TT et hétérodimère TE soit cruciale dans 
la régulation de l’activité de la protéine TWIST1. Le phénomène de fusion des plaques crâniales 
lors du développement embryonnaire illustre parfaitement cette dualité. L’expression des 
protéines TWIST1 et E12 est constante tout au long de la suture crânienne (Funato et al., 2001; 
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Johnson et al., 2000; Rice et al., 2000). Dans cet environnement, on observe également 
l’expression des protéines Id, HLH de la classe III, au niveau des fronts ostéogéniques. Cette 
classe de protéine a la particularité d’être dépourvue de domaine basique de liaison à l’ADN et 
est connue pour se lier spécifiquement aux protéines E empêchant ainsi la transactivation de leurs 
gènes cibles/leur liaison à l’ADN (Kee, 2009). Ainsi la concentration relative des différents 
acteurs conditionne les dimères formés. Ainsi, au niveau des fronts ostéogéniques, les protéines 
Id titrant les protéines E, on observe la formation de l’homodimère TT qui induit la 
différenciation des ostéoblastes. Au niveau du mésenchyme, les protéines Id n’étant pas exprimé, 
la protéine E12 se retrouve libre de former l’hétérodimère T1E12 qui, pour sa part, conduit à la 
dédifférenciation ostéogénique (Connerney et al., 2006, 2008). Les deux dimères possèdent donc 
des effets différents voire même antagonistes. Par conséquent, le rapport TT versus TE dans une 
cellule est déterminant pour définir les propriétés fonctionnelles de la protéine TWIST1. En effet, 
un déséquilibre de la balance en faveur de TT conduit à une craniosynostose, définie par la fusion 
prématurée du crâne en raison d’une surdifférenciation des ostéoblastes. Au contraire, une 
augmentation du ratio en faveur du TE induira un retard dans la fusion des fontanelles osseuses. 
L’équilibre de la concentration relative de la protéine TWIST1 semble donc être primordial, 
comme en attestent les répercussions de l’haploinsuffisance du gène TWIST ou encore celles de 
plus de 50 mutations conduisant à une perte de fonction, ces deux types d’altérations étant 
associés au phénotype du SSC (Bourgeois et al., 1998; el Ghouzzi et al., 1997; Gripp et al., 
2000a). A l’inverse, la trisomie du locus 7p15.3 contenant TWIST1 observée chez une famille de 
patients conduit à un cranium bifidum se caractérisant par un hiatus dans la voute crânienne 
(Stankiewicz et al., 2001). Ces deux phénotypes cliniques opposés, illustrent une nouvelle fois 















4ème partie : Les Résultats.  
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Les facteurs de transcription embryonnaires de la famille TWIST sont capables d’abolir 
l’activation des voies dépendantes des protéines RB et p53, activées en réponse à une activation 
oncogénique, d’inhiber ainsi les systèmes de sauvegarde cellulaires et de coopérer en 
conséquence avec des protéines mitogéniques de type RAS ou ERBB2 dans la transformation 
néoplasique. En cela, les protéines TWIST conduisent à l’émergence d’une population cellulaire 
bénéficiant d’avantages sélectifs de prolifération et de survie (Ansieau et al., 2008). Ils favorisent 
par ce biais la transformation cellulaire et la croissance tumorale et accordent également aux 
cellules des résistances à divers molécules thérapeutiques. Dans une large proportion de lignées 
cancéreuses, quelles que soient leur origine, l’inhibition de l’expression du gène TWIST1 conduit 
à l’entrée des cellules en sénescence ou apoptose (Ansieau et al., 2008; Burns et al., 2013; Tran et 
al., 2012; Valsesia-Wittmann et al., 2004). Les cellules cancéreuses restent donc dépendantes de 
l’expression de TWIST1 pour leur survie et leur prolifération malgré la présence et la redondance 
fonctionnelle d’autres facteurs de transcription embryonnaires tels que les membres des familles 
ZEB et SNAIL. A ce titre, la protéine TWIST1 constitue une cible thérapeutique potentielle. Au-
delà de ses propriétés oncogéniques, le facteur de transcription embryonnaire est également 
capable de promouvoir l’engagement des cellules dans un programme de transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). L’EMT est communément associée à l’initiation de la cascade 
métastatique (Thiery et al., 2009). Elle facilite, par ailleurs, la transformation néoplasique des 
cellules et leur octroie certaines propriétés de cellules souches (Morel et al., 2008, 2012). Sur la 
base de ces observations, le laboratoire cherche à identifier des inhibiteurs spécifiques de la 
protéine TWIST1 puis à évaluer leur efficacité dans l'éradication de cellules tumorales in vitro et 
in vivo. Toutefois, l’analyse des propriétés de la protéine TWIST1 au cours du développement 
embryonnaire a permis de montrer sa participation à différents complexes fonctionnels distincts  
sous la forme homodimérique (complexe T-T) ou hétérodimériques en association avec les 
protéines bHLH, E2A et Hand , (Connerney et al., 2006, 2008). Cibler la protéine TWIST1 
requiert donc au préalable de définir la contribution relative de ces complexes au regard de la 
transformation néoplasique,  une question que nous avons abordé dans un premier modèle, celui 
de la carcinogenèse mammaire. 
Dans ce manuscrit, nous démontrons par le biais de dimères forcés que toutes les propriétés 
oncogéniques de la protéine TWIST1, telles qu'évaluées par le biais de nombreux tests in vitro 
85?
?
(tests de complémentation, inhibition de la sénescence oncogénique, induction de l’EMT et tests 
de coopération oncogénique…), sont spécifiquement attribués au complexe TWIST1-E12. 
L'insertion de mutations ponctuelles, définies d’après l’analyse de modèles de simulation in silico 
développés au sein du laboratoire (Bouard et al., 2013) et perturbant la dimérisation du complexe 
ou encore son interaction avec l’ADN conduit à une perte complète de l'activité, validant 
l’importance des deux partenaires dans l’activité oncogénique de la protéine de fusion. La 
détection du complexe TWIST1-E12 dans des carcinomes mammaires canalaires in situ humains, 
récapitulant les phases précoces de l’initiation tumorale, par la technique de Proximity Ligation 
Assay (PLA) ainsi que la sensibilité accrue de souris transgéniques à développer des carcinomes 
mammaires lorsque le complexe hétérodimérique est exprimé dans les cellules épithéliales 
luminales mammaires, renforce la conclusion que  le complexe TWIST1-E12 est la (ou l’une des) 
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Abstract (limited to 200 words)  
While the functions of both TWIST1 homodimeric and heterodimeric complexes during 
embryonic development have been deciphered, their relative contribution to the oncogenic 
potential of TWIST1 remained unaddressed. Using tethered dimers, we demonstrate that the 
heterodimeric TWIST1-E12 complex, unlike its TWIST1-TWIST1 counterpart, complements the 
endogenous functions of TWIST1 in sustaining breast cancer cell proliferation through inhibition 
of latent oncogene-induced senescence. Consistent with this observation, the heterodimer is the 
unique TWIST1 complex successfully overriding HRASG12V-induced senescence. Furthermore, 
TWIST1-E12 turns out to be the only TWIST1 complex to trigger a partial epithelial-to-
mesenchymal transition in human mammary epithelial cells, thereby facilitating their neoplastic 
transformation by RAS. Disruption of the interaction between the two partners or destabilization 
of the DNA/protein complex, achieved through insertion of punctual mutations selected on the 
basis of an in silico structural analysis developed in the laboratory, was confirmed to abolish the 
oncogenic potential of this heterodimer. Furthermore, in support of our conclusions, the 
TWIST1-E12 complex was confirmed to be detectable in human breast premalignant lesions and 
to afford mice an exacerbated susceptibility to spontaneously develop breast carcinoma, when 
aberrantly produced in mammary luminal cells. The TWIST1-E12 heterodimeric complex thus 
constitutes the oncogenic form of TWIST1 during breast carcinogenesis.  
 
Running title: TWIST1 dimers and breast carcinogenesis.  
 






The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a latent transdifferentiation process 
transiently converting epithelial cells into mesenchymal cells to promote cell migration. Essential 
for both morphogenesis and organogenesis during embryonic development, its aberrant activation 
at the invasive front of tumors constitutes one of the reported mechanisms initiating the 
metastatic cascade (1, 2).  Regulated through a complex interactome of miRNAs and 
transcription factors (EMT-TFs) of the Snail, Twist and Zeb families (3), EMT actually plays a 
pivotal role in all metastatic steps, with secondary site colonization being the only exception 
requiring a return to an epithelial phenotype (MET process) (4, 5). Cell commitment into EMT 
was additionally demonstrated to facilitate the neoplastic transformation of human mammary 
epithelial cells (6). Although still partially defined, the oncogenic potential of EMT-TFs relies on 
their ability to genetically reprogram cells, with numerous consequences on mitogenic (such as 
the activation of the RAS pathway (7)) and oncosuppressive (such as the down-modulation of the 
phosphatase PP2A (6)) pathways and on cell metabolism (8). The genetic reprogramming 
furthermore associates with cell dedifferentiation and the subsequent reacquisition of some 
stemness properties (9, 10). The EMT-TF-driven dedifferentiation does not only contribute to 
carcinoma but also to melanoma and very likely to sarcoma development (11, 12), underlying its 
pivotal role in their oncogenic functions. TWIST proteins were additionally shown to facilitate 
the escape from fail-safe programs (senescence and apoptosis) and thereby to cooperate with 
mitogenic oncoproteins in promoting cell transformation in vitro and breast and lung 
carcinogenesis in vivo (6, 13-16). TWIST1 was found to directly bind to p53 and consequently 
destabilize the oncosuppressive protein (17). It additionally attenuates the transcriptional 
activation of numerous cyclin-dependent kinase inhibitors (CKI) in response to a mitogenic 
activation (15, 18).  Interestingly, numerous cancer cell types remain dependent of TWIST1 for 
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their proliferation and survival in vitro (14, 15, 18-20). In support of this assumption, using a 
switchable Twist1 transgenic mouse model, silencing Twist1 expression was demonstrated to 
have a pronounced cytostatic effect on RAS + TWIST1-driven lung carcinomas through 
reactivation of a senescence program (16). Inactivation of the TWIST1 embryonic transcription 
factor might thus constitute a novel therapeutic route to restore senescence in tumors (21, 22). 
The TWIST1 protein either forms homodimeric or heterodimeric complexes mainly in 
association with their HAND and E2A partners. Homo- and heterodimeric complexes were 
shown to display distinct and sometimes even antagonistic functions during embryonic 
development (23-25). Their respective contribution to the oncogenic potential of the embryonic 
transcription factor has yet never been addressed. To achieve this end we employed forced 
dimers, a strategy previously employed with success to decipher TWIST1 dimer function during 
embryonic development (23, 24). By combining complementary in vitro and in vivo functional 
assays, we demonstrated that the heterodimeric TWIST1-E12 complex drives the oncogenic 
potential of TWIST1 in human mammary epithelial cells. The need for efficient partner 
interaction and protein-DNA stability was confirmed by substituting specific residues that were 
previously reported to be essential for dimerization or to be targeted for post-translation 
regulation (26, 27), and through structural/functional analysis these were demonstrated to deeply 










The TWIST1-E12 heterodimeric complex, unlike the homodimeric TWIST1 complex,  
complements the loss of endogenous TWIST1 protein in sustaining mammary epithelial 
cancer cell proliferation. 
We previously reported that TWIST1 was critical to prevent oncogene-induced senescence (OIS) 
in breast cancer cells (15). We extended this observation to the luminal BT474 breast cancer cell 
line and the basal B/ claudin-low MDA-MB-436 and Hs578T breast cancer cell lines by 
demonstrating that the depletion of TWIST1, achieved through RNA interference, invariably 
associated with a proliferation arrest and triggered a senescence program, as assessed by crystal 
violet and SA-?-galactosidase assays. The permanent growth-arrest associated with an 
accumulation of p21CIP1 and p15INK4B cyclin-dependent kinase inhibitors, p16INK4A conversely 
remaining undetectable (Fig. 1A and Supplementary Fig.1). No trace of cleaved caspases-3 or 
PARP fragments were detected, excluding concomitant apoptosis induction (data not shown). As 
anticipated, survival and proliferation of MDA-MB-231 cells with residual endogenous TWIST1 
expression was confirmed to be TWIST1-independent (Supplementary Fig. 1). To evaluate the 
contribution of both the homodimeric and heterodimeric TWIST1 complexes in inhibiting latent 
OIS, complementation assays were performed with either TWIST1 or TWIST1 tethered dimers. 
This fusion protein strategy was successfully employed to delineate the functions of TWIST1 
complexes during mouse embryonic development (23, 25, 28). As both HAND1 and HAND2 
RNAs were undetectable in all three TWIST1-dependent cell lines (Supplementary Fig. 2A) and 
as the TCF3 translation products, E12 and E47, are functionally redundant, fusion proteins were 
generated with human TWIST1 and/or E12 proteins (Supplementary Fig. 2B). The correct 







Taking advantage of the fact that the shRNA TWIST1B targets the TWIST1 3’UTR absent in the 
tethered dimer constructs, MDA-MB-436 cancer cells were sequentially infected with forced 
dimer expressing retroviral constructs and depleted in endogenous TWIST1 protein. As shown in 
Fig. 1, the wild-type heterodimer (TE), as well as the ectopically expressed TWIST1 (T) 
monomer used as internal control, were able to complement the withdrawal of the endogenous 
TWIST1 protein, maintaining reduced CKI expression and consequently sustaining breast cancer 
cell proliferation. In comparison, the TWIST1 homodimer (TT) failed to do so, suggesting that in 
such an assay the heterodimeric complex is the active form of TWIST1. Of note, ectopic 
expression of the forced dimers gave rise to the detection of lower molecular-weight bands, likely 
reflecting degradation products (Fig.1E). Similar sub-products were detected with the functional 
murine (Myc)6-TWIST1-TWIST1 and (Myc)6-TWIST1-E12 forced dimers (24) (Supplementary 
Fig. 2D). In support of our conclusion, the TE heterodimer was similarly shown to specifically 
complement the endogenous TWIST1 function in sustaining Hs578T and BT-474 cell 
proliferation (Supplementary Fig. 3). Given that the TT dimer display no apparent activity in the 
aforementioned assay, its functionally was further controlled by assessing its ability to 
transactivate a set of TWIST1 target genes identified in established genetic signatures (6, 29). As 
shown in Supplementary Figure 4, the homodimer was found as active as the TWIST1 monomer 
and its transcriptional potential to be alleviated when the activity of the forced dimer was 
impaired through insertion of a single substitution (K145E) reported to fully attenuate its DNA 







Efficient partner dimerization and DNA binding activity are requested for TE functions 
To ascertain the need for a functional TWIST1-E12 heterodimeric complex to sustain cell 
proliferation, we next inserted punctual mutations into the tethered heterodimer, which either 
disrupted the interaction between the partners or altered the binding capacity of the complex to 
DNA with the aim to confirm that such mutants failed to complement TWIST1 function. The 
substitution of the TWIST1 residue Arg154 into Pro (mutation R154P) was suggested to disrupt 
the TWIST1-E2A protein interaction (26). Taking benefit of our recently established in silico 
model of the bHLH domains of the heterodimeric complex bound to its DNA target sequence 
(31), this substitution was confirmed to induce a significant distortion of the structure, to alter the 
H-bond integrity within ?-helices present in the HLH dimerization domains and to destabilize the 
protein complex (Fig. 2A-B and Supplementary Fig. 5-7, detailed information regarding the 
structural functional analysis is provided in the supplementary information section). 
Consequently, the residue substitution abrogates the ability of TWIST1 to interact with E12, as 
assessed in a co-immunoprecipitation assay (Fig. 2C). We additionally focused on the TWIST1 
Ser123 residue, as its phosphorylation was reported to alter the balance between homo- and 
heterodimer formation (32) and as its polymorphic substitution into Trp associates with a 
Saethre-Chotzen phenotype, a human syndrome recurrently associated with a loss of TWIST1 
function (33). The Ser123 was found to be located within the vicinity of the His593 residue of 
E12 and its phosphorylation was shown to reduce the distance between the ?-helices and the 
DNA molecule, likely strengthening the binding affinity of the heterodimeric complex (C. B. and 
L. P., unpublished data). We thus assessed the consequences of the substitution of these two 
residues into Ala (mutations S123A in TWIST1 and H593A in E12) and actually demonstrated 







protein-DNA complex stability (Fig. 2D-F, Supplementary Fig. 8 and 9). Collectively, this 
structural and functional analysis allowed us to design mutations impacting on either the stability 
of the heterodimeric complex or on its DNA binding potential. Mutations were confirmed to 
impact on neither tethered dimer production (Fig. 1E) nor on its nuclear localization (Fig. 2G). 
As expected, both R154P (RP) and S123A- H593A (AA) mutations led to the inactivation of the 
tethered TE dimer, as judged by their inability to activate the two TWIST1-target genes VIM and 
CDH2, as assessed in a reporter assay (Fig. 2H). In support of the need for a functional TWIST1 
heterodimeric complex to alleviate latent OIS in the breast cancer cell line, both mutants were 




The TWIST1 dimers unequally alleviate OIS in human mammary epithelial cells. 
In light of the differential activity observed for the two TWIST1 dimers in preventing OIS in 
breast cancer cells, we presumed that the TE complex should be the only TWIST1 complex 
capable of overriding RAS-induced senescence. To test this assumption, we sequentially enforced 
the production of an inducible HRASG12V (ER-HRASG12V) protein and TWIST1 (monomer T, 
tethered TT or TE dimer) protein in immortalized and non-transformed human mammary 
epithelial cells (HMEC-hTERT) and assessed the capability of each of these TWIST1 proteins to 
override senescence induction due to activation of the ER-HRASG12V fusion protein by hydroxyl-
tamoxifen (+ 4-OHT) (Fig. 3A). As expected, the ER-HRASG12V protein activation triggered a 
senescence program, as judged by the detection of a SA-?-galactosidase activity (Fig. 3B), when 
cells were cultured in a medium supplemented with 2 mM Glucose. While the CDKN2A-ARF 






with an accumulation of p15INK4B and p21CIP1/WAF1 (Fig. 3B). In support of our conclusion, the 
active heterodimeric TE complex was found to be the unique TWIST1 complex to prevent CKI 
accumulation and to sustain cell proliferation (Fig. 3C-D).  
 
The TWIST1 heterodimer triggers partial EMT and facilitate the neoplastic transformation 
of human mammary epithelial cell transformation by mitogenic oncoproteins. 
We previously demonstrated that partial commitment of mammary epithelial cells into an EMT 
program increases their plasticity, facilitating either the acquisition of mesenchymal features 
when exposed to an EMT-permissive microenvironment or to neoplastic transformation by 
oncoproteins (6). We then assessed the consequences of the enforced expression of TWIST1 
dimers on mammary epithelial cell morphology. As previously observed with the TWIST1 
monomer (15), production of the wild-type TE complex in HMEC-hTERT cells, unlike the 
homodimeric TT complex and inactive TE variants, associated with a slight increase in 
fibronectin and vimentin proteins while the E-cadherin level remained constant (Fig. 4A). None 
of the TWIST1 complexes induced drastic changes, with cells maintaining their cobble-stone 
phenotype (Fig. 4B). Nonetheless, TE-producing cells displayed a significant increased 
responsiveness to TGF?, an EMT-promoting cytokine. After one week of treatment, cells 
displayed a spindle morphology, expressed mesenchymal markers and only residual E-cadherin 
(Fig. 4A-B). The TE complex, unlike its TT counterpart, is thus able to trigger partial 
commitment of mammary epithelial cells into EMT. This property is expected to facilitate the 
neoplastic transformation of cells by mitogenic oncoprotein such as RAS. To evaluate this 
assumption, cells were sequentially infected with TWIST1 and constitutive HRASG12V retroviral 








avoiding OIS. While sole expression of the TWIST1 tethered dimer fails to transform cells, 
concomitant production of HRASG12V and the active heterodimeric complex successfully afford 
cells a transformation potential, as assessed in a colony formation assay (Fig. 4C). In line with 
our expectations, neither the homodimeric TT complex nor the inactive forms of the TE complex 
were found to be functional in this assay. The observed differential was confirmed not to rely on 
an unequal RAS protein level (Supplementary Fig. 10). Collectively, these observations 
demonstrated that the heterodimeric TWIST1-E12 complex was also the active form of TWIST1 
in regards to EMT induction in mammary epithelial cells. 
 
 
Forced expression of the TWIST1-E12 heterodimeric complex in mammary epithelial cells 
specifically confers mice an exacerbated susceptibility to spontaneously develop breast 
carcinoma. 
To validate the differential oncogenic potential between the two TWIST1 complexes in vivo, we 
next assessed whether their aberrant production in mammary epithelial cells also unequally 
promotes tumor development. To evaluate this assumption, TT or TE expression was enforced in 
luminal committed cells through generation of WAP: Twist1-Twist1 and WAP:Twist1-E12 mice 
by crossing CAG-LSL-Twist and WAP-Cre mouse strains (25, 37). Full activation of the Whey 
Acidic Protein promoter was assured by two consecutive lactations. After a latency period of 
more than 18 months, reflecting the need for additional alterations to fully transform cells, TE-
expressing mice were found to develop breast carcinomas with a significantly higher frequency 
(39.2%, n=28) than TT-expressing mice (14.2%, n=14) and control littermates (14.2%, n=14) 
(Fig. 5 and Table 1). Tumor phenotypes were found to be heterogeneous, including glandular and 






tumor site was detected. This observation highlighted the in vivo oncogenic properties of 
TWIST1-E12 heterodimer and strengthened the differential activity observed between the TT and 
TE complexes in triggering the neoplastic transformation of mammary epithelial cells.  
 
The heterodimeric TWIST1-E12 complex is detected in human breast premalignant lesions. 
If the assumption that the heterodimeric TWIST1 complex plays a role in malignant 
transformation and breast cancer cell survival and proliferation is correct, we would expect that 
this complex would already be detectable in in situ ductal carcinoma (DCIS), long before the 
metastatic cascade initiates. We thus assessed TE complex formation through a proximity ligation 
assay (PLA), selecting cases previously defined as TWIST1-positive or -negative by 
immunohistochemistry (6). Experimental conditions were established in mammary carcinoma 
cell lines and the specificity of the signal was confirmed by turning-down the expression of either 
the endogenous TWIST1 or TCF3 (the E12/E47 proteins-encoding gene) through RNA 
interference (Supplementary Fig. S11). As shown in Fig. 6, the TE complex was invariably 
detected in all TWIST1-positive DCIS. As a control, no signal was detected in either TWIST1-
negative DCIS or in normal mammary gland. The detection of the TE complex in premalignant 









The TWIST1 transcription factor displays oncogenic and pro-metastatic properties mainly due to 
its ability to alleviate fail-safe programs and to trigger EMT (38, 39). In the present report, we 
assess the contribution of both TWIST1 complexes in relation to the oncogenic potential of 
TWIST1. To this end, tethered dimers were generated, a strategy previously employed to 
delineate the respective functions of the TWIST1 homo- and heterodimers during mouse 
embryonic development (24, 25, 28). In light of the absence of the HAND1/2 transcripts in the 
examined TWIST1-dependent breast cancer cell lines (Supplementary Fig. S2A), the HAND-
TWIST1 heterodimer was excluded from our study. As E proteins are functionally redundant, 
binding of TWIST1 to E proteins was represented by the TWIST1-E12 complex. Strikingly, we 
demonstrated that the tethered TE dimer, unlike its homodimeric counterpart, is able to 
complement TWIST1 function in sustaining breast cancer cell proliferation, overriding 
HRASG12V-induced senescence in immortalized mammary epithelial cells, triggering partial EMT 
and cooperating with the mitogenic protein in promoting their neoplastic transformation. As 
breast cancer cells of the claudin-low subtypes display mutant TP53 and RB1 status, oncogene-
induced senescence likely results from CKI accumulation and relies on their p53-and RB-
independent functions. This observation strengthens the conclusion that TWIST1 facilitates the 
escape from senescence through multiple mechanisms in different cellular setting (18). In support 
of a role of TE in the oncogenic potential of TWIST1, the TE heterodimer was found to be 
expressed in breast premalignant lesions, at a stage preceding the metastatic cascade initiation. 
Furthermore, aberrant expression of TE in luminal committed mammary epithelial cells 
significantly increases the risk of mice to develop breast tumors with time. The long latency and 
the heterogeneity within the TWIST1-driven breast carcinomas likely reflect the need of variable 
secondary events to fully transform cells. We are currently addressing the consequences of the 
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activation of these embryonic factors on the course of events leading to neoplastic 
transformation. Noticeably, we previously demonstrated that TWIST1 and RAS actively 
cooperate in promoting breast carcinoma in mice, leading to tumor development in less than 3 
months (6). We now unambiguously show that the TWIST1 heterodimer displays an intrinsic 
oncogenic potential in vivo.  
Interestingly, by performing complementation assays, Philogene and colleagues demonstrated the 
predominant function of the HLH8-HLH8 (the C. elegans TWIST ortholog) homodimeric 
complex in enteric development (40). Along this line, by using a similar tethered dimer strategy, 
James Cross’s laboratory recently highlighted the dominant role of the HAND1 homodimer 
during mouse development, likely restricting the heterodimer function to a role in 
counterbalancing the activity of the HAND1 homodimer in vivo (41). The relative contribution of 
bHLH complexes during embryonic development and tumorigenesis may thus be inverted. 
By mutating key residues, based on literature and our recently established in silico structural 
model (31), we confirmed that the functionality of the TWIST heterodimer requires efficient 
interaction between both partners and correct folding of the complex to stably bind to its target 
DNA sequence. Interestingly, the Ser123 in TWIST1 was previously shown to be phosphorylated 
by PKA and to alter the TWIST1 homo- and heterodimer equilibrium (32). Our structural 
analysis emphasizes the important role of the Ser123 residue. In line with this hypothesis, 
substitution of the Ser123 to Trp associates with a typical Saethre-Chotzen syndrome (SCS) 
phenotype (33): a syndrome wherein TWIST1 alterations invariably lead to a loss of function. 
Furthermore, the R154P mutation impacts on the position of TWIST1 Lys145 and E12 Lys588 
(Supplementary Fig. 7B), residues essential for DNA binding (30, 31). Strikingly, the 
substitutions of the Arg154 to Gly and of the Lys145 residue to Asp or Glu were also found in 
SCS patients (30).  In conclusion, this structural analysis led us to provide a rational link between 
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numerous TWIST1 loss-of-function mutations found in SCS patients, strengthening the relevance 
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Figure 1: Fully active TWIST1-E12 heterodimeric complex is required to complement the 
endogenous TWIST1 function in sustaining MDA-MB-436 breast cancer cell proliferation. 
A, MDA-MB-436 breast cancers were depleted in TWIST1 through RNA interference (shRNA 
TWIST1 A or B as indicated on top). Two days post-infection, cells were seeded at low density 
and stained 3 days later with crystal violet (top panels) or assessed for their SA-?-galactosidase 
activity. B, Analysis of Ser10-histone H3 (H3-S10), p15INK4B (p15), p16INK4A (p16), p21CIP1 
(p21), and TWIST1 by Western-blotting (relative signal quantification in respect to shRNA 
Control infected cells is indicated). b.d.l. means below detection limit. C, MDA-MB436 cells 
were sequentially infected with T, TT or TE (either wild type (wt) or TS121A-EH593A (AA) or 
R154P (RP) mutant constructs) retroviral expression vectors and depleted in endogenous 
TWIST1 through RNA interference (shRNA TWIST1B). Notice that the shRNA targets 3’ 
untranslated sequence that is absent from the tethered dimers and thus specifically turns-down the 
endogenous TWIST1 expression. Cells were seeded at low density 48h post-infection and stained 
with crystal violet 3 days later.  D, Expression analysis of the endogenous TWIST1 by Q-RT-
PCR. Levels were expressed relative to the housekeeping HPRT1 gene transcript, and were 
normalized with respect to uninfected MDA-MB-436 cells ± SD of triplicates. E, Analysis of 
p21CIP1 (p21), p15INK4B (p15) and TWIST proteins by Western-blot (relative signal quantification 






Figure 2. Design of mutations disrupting the dimer TWIST1-E12 or its DNA binding 
potential. 
A-C, The R154P mutation impairs the TWIST1-E12 dimerization. A, Structure of the 
heterodimeric TWIST1-E12. Structures are represented as ribbons respectively in grey (for 
TWIST1), green (for E12). Position of the R154 residue (in blue) and of the series of residues 
determinant for the structural conformation of the heterodimer (Boxes A to D) are shown. B, 
Evaluation of the impact of the R154P mutation on the stability of H-bonds established between 
residues within individual boxes. C, The R154P mutation abrogates the ability of TWIST1 to 
interact with E12, as assessed by a Co-IP assay. Wild type (wt) or mutated version (R154P, RP) 
of TWIST1 and E12 were transiently produced in HEK293T cells as indicated on top. TWIST 
protein was immuno-precipitated with a monoclonal ?-FLAG antibody and the presence of E12 
protein in the immunoprecipitates (IP) was assessed by Western-blot. In: input 10%. D-F, The 
S123A and H593A substitutions in TWIST1 and E12 respectively disrupt the binding of the 
heterodimeric complex to its target DNA sequence. D, Visualization of the position of structural 
determinants (Boxes I to IV) in the wild type or double mutant (S123AH593A) heterodimeric 
complex structures essential for its DNA binding properties. Notice that Box I of TWIST1 and 
Box III of E12 are directly in contact with DNA. Positions of Ser123 and His593 residues in the 
wild type (wt) heterodimer and the Ala123 and Ala593 residues in its mutated variant are shown 
in CPK representation. E, Evaluation of the impact of the double substitution on the stability of 
H-bonds established between protein-protein residues and between protein residues and DNA, in 
each individual box. F, The S123A and H593A mutations significantly reduce the hydrogen bond 
stability established between residues within the TWIST1 Box I and E12 Box III with the 
nucleotides +3, +4, and +5 of the E-box, respectively. G, Expression and sub-localization 
analysis of the mutant heterodimers. 293T cells were transiently transfected with TWIST1 
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expression constructs as depicted on top and protein analyzed by immunofluorescence 24h post-
transfection, using a monoclonal anti-FLAG antibody. H, Both single R154P (RP) and double 
S123A H593A (AA) substitutions alleviate the ability of the heterodimer complex to activate the 
Vimentin (VIM) and N-Cadherin (CDH2) promoters, as assessed in a luciferase reporter assay. 
 
Figure 3. Homo- and heterodimeric TWIST1 complexes unequally avoid RAS-induced 
senescence in mammary epithelial cells. 
A, HMEC-hTERT cells were sequentially infected with the inducible ER-H-RASG12V fusion 
protein and with either monomeric TWIST1, homodimeric TWIST1 tethered dimer, or wild-type 
(wt) or mutant (mut) TWIST1-E12 heterodimeric tethered dimer as depicted on top.  B, The 
activation of the ER-HRASG12V protein with 4-OHT associated with senescence induction as 
assessed by a SA-?-galactosidase assay and p15INK4B (p15) and p21CIP1 accumulation, as assessed 
by Western-blot.  C-D, Five days post-activation of ER-HRASG12V with 4-OHT, cell proliferation 
was assessed through a crystal violet staining (C) and p21CIP1, p15INK4B and TWIST1 proteins 
were analyzed by Western-blot (D).  
 
Figure 4. Homo- and heterodimeric TWIST1 complexes unequally trigger EMT and 
cooperate with H-RASG12V in promoting mammary epithelial cells. 
A-B, The heterodimeric complex triggers partial commitment to EMT. Forced expression of the 
wild type (wt) heterodimeric TWIST1 complex (TE) in human mammary epithelial cells, unlike 
the homodimeric complex (TT) and the heterodimeric inactive variants (RP and AA), induces 
partial commitment to EMT as judged by the analysis of epithelial and mesenchymal markers by 
Western-blot (A, left panel) and the maintenance of an epithelial cobble-stone morphology (B, 
upper panels). Forced expression of the heterodimeric complex specifically sensitizes cells to 
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EMT permissive conditions (TGF?), as assessed by the analysis of epithelial and mesenchymal 
marker by Western-blot (A, right panels) and the acquisition of a fibroblastic  cellular 
morphology (B, lower panels). C, HMEC-hTERT cells were sequentially infected with TWIST1 
(TT, wt or mut TE as indicated) and HRASG12V (RAS) retroviral expression vectors. After one 
week of selection, the transformation potentials of the established cell lines were assessed in a 
soft-agar colony formation assay. Numbers of colonies are indicated ±SD of triplicates. 
 
Figure 5: Forced expression of homodimeric or heterodimeric TWIST1 complexes in 
luminal committed mammary epithelial cells confer mice with a differential susceptibility to 
spontaneously develop breast carcinoma. 
A, Twist1 expression in luminal committed mammary epithelial cells was achieved by crossing 
CAG-LSL-(Myc)6-Twist-Twist1 or CAG-(Myc)6-LSL-Twist1-E12 and WAP-Cre mice. B, Plot 
boxes indicating the expression of ectopic TWIST1 transcripts, as assessed by Q-RT-PCR. Levels 
were expressed relative to the housekeeping HPRT1 gene transcript, and were normalized with 
respect to wild-type mice-derived breast carcinoma developed. C, Histogram indicating the 
number of mice spontaneously developing breast carcinoma during their lifespan. Stars mark 
mice with two breast tumors. D, Representative hematoxylin and esosin (H&E) of the various 
tumor types observed.  
 
Figure 6: The heterodimeric complex is detectable in breast premalignant lesions, as 
assessed in a Proximity Ligation Assay.  
Assessment of the TWIST1-E12 heterodimeric complex in a proximity ligation assay (PLA) in 
TWIST1-positive and TWIST1-negative ductal carcinoma in situ (DCIS). Healthy mammary 
gland was used as a control. Each single dot corresponds to the detection of a TE complex. 
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Materials and methods 
DNA constructs 
The EcoR pBabe Zeo, ER-HRASG12V pLNCX2-Neo retroviral construct, the VIM1-luciferase and 
the 3.7 Kb CDH2 reporter have been previously described (42-45). 
The tethered dimers were generated by PCR using FLAG-human TWIST1 (15) and E12 
expression constructs (46) as templates. A silent mutation was inserted into E12 to disrupt an 
internal XhoI site using the 5’-ACGTCACAGTGGCCCCGGGCAGGAGCCC-3’ and 5’-
GGGCTCCTGCCCGGGGCCACTGTGACGT-3’ primer pair and the QuickChange site-directed 
mutagenesis kit (Stratagene).  The tethered dimers were generated by sequential sub-clonings of 
PCR products synthesized with the Q5 high fidelity DNA polymerase (NEB) and primers from 
Eurogentec. 
Briefly, the FLAG-Twist1 DNA fragment was amplified with the 5’-
CGCGGATCCCGCAAAATGGGCGACTATAAGGACG-3’ and 5’-
CCAAGCTTGTGGGACGCGGACATGGACCAGG-3’ primer pair, digested with 
BamH1/HindIII and sub-cloned in the pBluescript II KS vector. The linker was generated by 




GCCGCTCCCACCGCTCGATCCTCCGCCA-3’ and by sub-cloning the dsDNA upstream of 
TWIST1 within the HindIII/XhoI sites. The sequences of the second partner, either TWIST1 or 
E12, were amplified by PCR using the 5’-CCAAGCTTGTGGGACGCGGACATGGACCAGG-




ACGCGTCGACGTCACATGTGCCCGGCGGGGTTG-3’ primer pairs respectively. DNAs 
were digested with the enzymes XhoI/SalI and sub-cloned upstream of the TWIST1-linker 
sequence. The full size FLAG-TT or FLAG-TE BamH1-Sal1 insert was next inserted into the 
pBabe retroviral construct (Addgene). Mutant TWIST1 and E12 DNAs were synthetized by 
Genscript and inserted in TT and TE constructs. 
The shRNA TWIST1 A pLKO.1 (5’-GCTGAGCAAGATTCAGACC-3’) lentiviral construct has 
been previously described (15). The shRNA TWIST1 B pSIREN (5’-
CTCTGGAGCTGGATAACTAAA-3’) retroviral construct was kindly provided by Patrice 
Lassus (IGMM, Montpellier). The shRNA TCF3 pLKO.1 (5’-
ATGAGAGTGCTGGACTCCTAC-3’) was supplied by Sigma.
 
Mouse strains 
Animal maintenance and experiments were performed in a specific pathogen free animal facility 
“Anican” in accordance with the animal care guidelines of the European Union and French laws 
and were validated by the local Animal Ethic Committee (CECAAP). The CAG-LSL-(Myc)-
Twist1-Twist1 or CAG-LSL-(Myc)-Twist1-E12 (FVB/NJ genetic background) (25) were crossed 
with the WAP-Cre (Whey Acidic Protein promoter, Wagner et al., 1997) mouse strain (B6.Cg-
Tg(Wap-Cre)11738 Mam, obtained from the mouse models of Human Cancers Consortium and 
back-crossed to the FVB/NJ genetic background). Cohorts of multiparous female WAP-Cre; 
(Myc)-Twist1-Twist1 and WAP-Cre; (Myc)-Twist1-E12 mice (with two rounds of lactation) were 
generated. Genotyping was performed on genomic DNA from tails using the 5’-
AATGAAATGGAGAGCTTGGGCGAC-3’ and 5’-CATCACTCGTTGCATCGACC-3’ for the 
WAP-Cre transgene and 5’-GCAAGCGCGGCAAGAAATCTG-3’ and 5’-
CCCGTTCAAGTCCTCTTCAGAAATGAC-3’ primer pair for the Twist1 transgene as described 
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in (25, 37). Mice were monitored twice a week for tumor incidence. End points were based on 
tumor diameter (up to 1.5 cm) unless natural death.  Mice were euthanized by CO2 inhalation. 
Tumors were fixed in 10% phosphate-buffered formalin during 24 h, and embedded in paraffin. 
Mammary gland, lung, liver, kidney and spleen were collected to either check for malignant 
lesions or to assess potential metastatic dissemination. 
 
Cell culture 
HMEC-hTERT cells and derivatives were cultured as described (6). The Hs578T, MDA-MB-
436, MDA-MB-231 and BT-474 breast cancer cell lines and HEK293T were provided by the 
ATCC and cultured according to the manufacturer. 
 
In silico structural analysis 
To predict the impact of the residue substitutions inserted in the tethered dimers, the in silico 
structural model of the bHLH domains of the TWIST1-E12 dimeric complex bound to its cis-
responsive element previously established by homology with the NEUROD1(2ql2B)/E47(2ql2A) 
template was used (31). Residue substitutions were inserted in these minimized models and 
submitted to 10 ns molecular dynamics analysis as described (31). Statistical analysis of 
established H-bonds was performed by assessing the distances between residues and/or bases 
during the dynamics simulations (100 conformations per ns), considering that H-bonds are 
established when the two functional groups are spaced less than 2.1Å. The frequency (%) of H-
bond implementation was assessed. The impact of a substitution on the total stability of H-bonds 
between residues and bases, or with the DNA excluded, was assessed to delineate their impact on 




Protein analysis   
Cells extracts were performed in RIPA buffer (100 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 50 mM Tris 
pH8) supplemented with a complete protease inhibitor cocktail (Roche) and phosphatase inhibitor 
cocktails (Sigma) and clarified by centrifugation. Proteins were analyzed by Western-blot using 
the monoclonal anti-TWIST1 2C1a (Abcam), anti-p21CIP1/WAF1 clone SX118 (Dako), anti-E-
cadherin clone 36 (Becton Dickinson), anti-vimentin clone V9 (Dako), anti-fibronectin clone 10 
(Becton Dickinson), anti-N-cadherin clone 32 (Becton Dickinson), antibodies, the polyclonal 
anti-E2A N-649 (Santa-Cruz), anti-H-RAS clone 20 (Santa-Cruz), anti-p15INK4B clone C20 
(Santa-Cruz), anti-p16 clone H156 (Santa-Cruz), p-histone H3 (Ser10)-R (Santa-Cruz) and anti-
GAPDH clone Abs16 (Millipore) antibodies and horseradish-peroxidase-conjugated secondary 
antibodies (Dako). Antigen-antibody complexes were revealed with the Western-blotting 
Luminol reagent (Santa Cruz). 
 
Gene expression analysis 
RNA preparation and reverse transcription were performed as described in (47). Real time PCR 
intron-spanning primers were designed with the primer3 software. The HPRT1 housekeeping 






















Retroviral infections, SA-?-galactosidase, growth curves, and soft-agar colony assays 
Enforced expression of RAS and/or TWIST1 proteins was performed through retroviral 
infections as described (47). Briefly cells were “murinized” by expressing the ecotropic receptor 
(43, 48) before being infected with retroviral expression constructs. Sequential infections were 
spaced by a 48 h period of time. Selection was initiated 24 h post-infection or post-second 
infection with puromycin (0.5 μg/ml) or neomycin (100 μg/ml).  
shRNA TWIST1 lentiviral particles were generated through co-transfection of 293T cells with 
pLKO.1, pCMV ?R8.91 (gag-pop-Tat-Rev) (49) and phCMVG-VSVG (env) (50) expression 
constructs and shRNA TWIST retroviral particles through transfection of HEK293GP cells with 
pSIREN and phCMVG-VSVG (env) expression constructs using the calcium phosphate 
precipitation technique. TWIST1 knock-down was achieved through double retroviral (shRNA 
TWIST1 B pSIREN) or lentiviral (shRNA TWIST1 A pLKO.1) infections spaced by a 24 h period 
of time. More than 90% of cells were confirmed to be infected. Consequences of TWIST 
depletion on cell survival and proliferation was next assessed in the absence of selection. Growth 
curves, initiated two days post-activation of ER-RASG12V with 4-OH-Tamoxifen (4-OHT, 625 
nM, Sigma Aldrich), or post-depletion of TWIST1 through RNA interference was performed by 
seeding cells at 20-30% confluency. Activation of ER-RASG12V with 4-OHT was performed in 
medium supplemented with 1mM D-Glucose. Three days later, cells were washed twice with 
PBS1X, either fixed in 3% formaldehyde and stained with crystal violet or tested with a SA-?-
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galactosidase assay as described (51). Transformation assays were performed one week post-




104 cells were seeded on a 12-well IBIDI-chamber slide, fixed in 4% formaldehyde (Sigma) for 
15 min, washed with 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS buffer and permeabilized in 0.1% 
Triton 100X (Sigma), 1% BSA in PBS buffer at room temperature for 10 min. The cells were 
then washed 3 times with 1% BSA in PBS buffer and incubated with the anti-TWIST1 2C1a 
primary antibody (Abcam, diluted 1/100 in 0.5% BSA in PBS buffer) overnight at 4°C. 
Following extensive washing in 1% BSA in PBS buffer, cells were incubated with FITC-
conjugated Alexa goat anti-mouse antibody (Life Technology, 1/600 in 0.5% BSA in PBS buffer) 
for 30 min at room temperature. Nuclei were stained with Hoechst 5 mg/ml in 0.5% BSA in PBS 
buffer for 10 min and mounted with Fluoromount-G (SouthernBiotech). Photographs were 
performed using an immunofluorescence microscope (Leica) and identical exposure times. 
 
Immuno-precipitation 
HEK293T cells were transfected with wild type or mutant FLAG-TWIST1 and/or E12 expression 
constructs by using the calcium-phosphate technique. 36 h post-transfection, cells were lysed in a 
50 mM Tris-HCL ph7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton buffer supplemented with a 
complete protease inhibitor cocktail (Roche), cleared by centrifugation and incubated with an 
anti-FLAG M2 resin (Sigma-Aldrich). After intensive washing to eliminate non-specific binding, 
the resin was resuspended in Laemmli buffer and boiled for 3 min. After elimination of the beads 
by centrifugation, samples were reduced by adding ?-mercaptoethanol and separated on SDS-
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PAGE. Proteins were analyzed with the murine monoclonal anti-TWIST1 C2a antibody (Abcam) 
and the rabbit polyclonal or mouse monococlonal D7/V18 E2A antibody (Santa Cruz 
Biotechnology). 
 
Proximity Ligation Assay  
Human ductal carcinoma in situ (DCIS) samples were obtained through the Biological Resource 
Center of the Centre Léon Bérard with the agreement of the reviewal board of the Centre Léon 
Bérard. Samples were used with the patient’s written informed consent. The present study was 
approved by the reviewal board of the Centre Léon Bérard. DCIS samples were selected 
according to the expression of TWIST1 as reported (6). 
After deparaffinization and rehydratation, tissue sections were boiled in a 10 mM PH6 citrate 
buffer for 40 min. After saturating unspecific binding sites for 20 min with a 1% BSA PBS 
buffer, sections were incubated overnight with the mouse monoclonal  anti-Twist Twist2C1a 
(ABCAM) and the rabbit polyclonal anti-E2A N-649 (Santa Cruz) antibodies in a 0.5% BSA in 
PBS buffer. Incubation with PLA probes, ligation and amplification steps were performed 
according to the manufacturer instructions (Duolink® In Situ kit, Sigma). The specificity of the 
signal was confirmed by using paraffin-embedded MDA-MB-436, Hs578T (TWIST1-positive, 
E12-positive) and HMEC-hTERT (TWIST1-negative, E12-positive) mammary cells, wherein 
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The heterodimeric TWIST1-E12 complex drives the oncogenic potential of TWIST1 in 
human mammary epithelial cells. 
Laurent Jacqueroud, Charlotte Bouard, Geoffrey Richard, Mojgan Devouassoux-Shisheboran, 
Raphael Terreux, Audrey Pierrot, Douglas B. Spicer, Julie Caramel, Léa Payen, Alain Puisieux, 
Agnès Tissier, Stéphane Ansieau. 
 
In silico analysis of the structural consequences of the R154P or S123A H593A substitutions 
on the TWIST1-E12 /DNA complex  
133?
?
The in silico structural models were carried out in the presence of DNA (canonical E-box) that is 
expected to strongly stabilize the dimer structure during the molecular dynamics simulation. As 
dimerization precedes the binding to DNA (1), we could have conducted molecular dynamics 
simulations in the absence of DNA. However, such a possibility was technically excluded, with 
protein structure being particularly unstable in the absence of DNA (Supplementary Fig. 5), 
which would have overweighed the structural impact of the punctual mutation. The instability of 
the basic domain is particularly observed at the extremity of the ?-helices between the Met112 
residue of TWIST1 and the Val552 of E12 (Supplementary Fig. 5A). As shown in Figure S5B, 
the distance between the two residues is constant (about 30 Å) in the presence of DNA, while 
highly variable in absence of it. 
The R154P substitution induces a modification of the position of the basic domain within the 
DNA groove. It is visualized by the altered spacing between TWIST1 and E12 residues, either 
increased (as between the TWIST1 Met112 and E12 Val552 and the TWIST1 Leu124 and E12 
Asp564 residues) in the bottom and the middle of the structure or shortened (as observed between 
the TWIST1 Ile134 and E12 Leu578 residues) in the top of the structure (Supplementary Fig. 6). 
Consequently, the contact between the basic domain and the E-Box cis-regulatory element is 
expected to be largely disrupted.  
We next examined the consequences of the R154P substitution on the structure of the ?-helices 
of TWIST1 and E12 by assessing the stability of intramolecular H-bonds established between 
residues within these helices and between these residues and DNA bases (even if we know that 
correct dimerization is a prerequisite to DNA binding). We defined structural determinants 
essential for protein dimerization that consist of a series of residues termed Boxes A (residues 
120 to 127) and B (residues 149 to 157) in TWIST1 and Boxes C (residues 565 to 574) and D 
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(residues 588 to 594) in  E12 (Supplementary Fig. 7A). Box A faces Box D and Box B faces Box 
C. These four boxes constitute the heart of the dimer. Reduction of the stability of the H-bonds 
involving each of the consecutive residues of these four boxes is shown in Supplementary Fig. 
7B and the global impact on H-bonds established within these boxes is indicated in Fig. 2B. 
Alterations to the ?-helices destabilize the interaction of the two partners. However, when the H-
bonds established between the residues of Boxes A and D and the DNA bases (marked in the 
figure as + DNA) are collectively considered, the impact of the R154P mutation is reduced 
(Supplementary Fig. 7C). This is due to an increased interaction between residues within Boxes 
A and D with DNA. 
We next focused on the TWIST1 residue Ser123, its substitution into Trp being associated with 
the Saethre-Chotzen phenotype (2). The residue was found to be located within the vicinity of the 
residue H593 of E12 (Fig. 2D). As observed during the molecular dynamics simulation, the 
phosphorylation of the residue reduces the distance between the ?-helixes and DNA, likely 
strengthening the specificity of the heterodimeric complex for the E-boxes (C. B. and L. P., in 
preparation). We thus assessed consequences of the substitution of these two residues into Ala 
(mutations S123A in TWIST1 and H593A in E12). The double mutation impacts on the stability 
of H-bonds mainly established between a series of adjacent residues located within the basic 
domain-helix I junction and the loop-helix II junction that we named Boxes I (residues 116 to 
124) and II (residues 144 to 153) in TWIST1 and III (residues 557 to 566) and IV (588 to 594) in 
E12 (Figure S8A). As observed with the R154P mutation, when the H-bonds established between 
the residues and the DNA (marked in the figure as + DNA) are considered collectively the 
destabilization is minimized (Supplementary Fig. 8B). Strikingly, both S123A H593A and R154P 
mutations similarly impact on the position of the lateral chains of the TWIST1 Lys145 and 
corresponding E12 Lys588 residues, reported as determinant for the DNA binding properties of 
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the TWIST1-E12 complex (3, 4). This was demonstrated by the destabilization of the H- 
established by these residues with the E12 Asn566 and TWIST1 Asn125 residues, respectively 
(Supplementary Fig. 8C). Consequently, the double S123A H593A mutation increases the 
distances between the TWIST1 (Arg118, Gln122 and Arg110) and the E12 (Asn555) residues 
located in the basic domain and shown to be directly involved in the binding to the E-box, as 
assessed in a dynamics simulation (Supplementary Fig. 9). As a consequence, the binding of the 
complex to the E-box cis-regulatory element is reduced.  
 
Supplementary Figure legend 
Supplementary Figure 1: Depletion in TWIST1 reactivates latent OIS in breast cancer cells 
TWIST1-positive Hs578T and BT-474 or TWIST1-negative MDA-MB-231 breast cancer cells 
were depleted in TWIST1 through RNA interference (shRNA TWIST1 A or B as indicated on 
top). Left panels: Two days post-infection, cells were seeded at low density and stained 3 days 
later with crystal violet or assessed for their SA-?-galactosidase activity. Right panels: analysis of 
Ser10-histone H3 (H3-S10), p15INK4B (p15), p16INK4A (p16), p21CIP1 (p21), and TWIST1 by 
Western-blotting (relative signal quantification with respect to shRNA Control infected cells is 
indicated). b.d.l. means below the detection limit. 
 
Supplementary Figure 2: Description of the heterodimeric complexes generated. 
A, HAND transcripts are undetectable in all three TWIST1-dependent breast cancer cell lines. 
Levels were expressed relative to the housekeeping HPRT1 gene transcript and were normalized 
with respect to the HAND-positive neuroblastoma cell line SH-5YSY ± SD of triplicates. B, 
Schematic description of TWIST1, E12 proteins (upper panels) and the TWIST1-TWIST1 and 
TWIST1-E12 tethered dimers generated. bHLH: basic helix-loop-helix domains, TB: Twist Box, 
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AD: activation domain. C, Expression and sub-localization analysis of the tethered dimers. 
HEK293T cells were transiently transfected with TWIST expression constructs as depicted on 
top and protein analyzed by immunofluorescence 24h post-transfection, using a monoclonal anti-
FLAG antibody. Homodimeric and heterodimeric TWIST1 tethered dimers display a similar 
strict nuclear localization. D, The human TWIST1 forced dimers gave the same by-products as 
their murine counterparts. HEK293T cells were transiently transfected either with a murine 
(Myc)6-TWIST1 (mT), a murine (Myc)6-TWIST1-TWIST1 (mTT), or a murine (Myc)6-
TWIST1-E12 (mTE) expression construct (5) and protein analyzed 24h post-transfection by 
Western-blotting using a monoclonal anti-TWIST1 antibody.  
 
Supplementary Figure 3: Fully active TWIST1-E12 heterodimeric complex is required to 
complement the endogenous TWIST1 function in sustaining Hs572T and BT-474 breast 
cancer cell proliferation. 
Hs578T (left panels) or BT-474 (right panels) breast cancer cells were sequentially infected with 
T, TT or TE (either wild type (wt) or AA or RP variants) retroviral expression vectors and 
depleted in endogenous TWIST1 through RNA interference (shRNA TWIST1B).  A, Cells were 
seeded at low density 48h post-infection and stained with crystal violet 3 days later. B, Analysis 
of the ectopic TWIST1 protein. C, Expression analysis of the endogenous TWIST1 by Q-RT-
PCR. Levels were expressed relative to the housekeeping HPRT1 gene transcript and were 
normalized with respect to uninfected cells ± SD of triplicates.  
 
Supplementary Figure 4: The TWIST1 homodimer is functionally active.  
A, The wild type or an inactive DNA-binding mutant (K145E) of TT tethered dimers were stably 
produced in HMEC-hTERT cells and the expression of various endogenous TWIST1 target genes 
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was assessed by Q-RT-PCR. mRNA levels were expressed relative to the housekeeping HPRT1 
gene transcript and were normalized with respect to HMEC-hTERT cells ± SD of triplicates. B, 
TWIST1 protein analysis by Western-blot. 
 
Supplementary Figure 5: DNA stabilizes the in silico structural model of the heterodimeric 
TWIST1/E12 complex. 
A, Position of the Met112 residue of TWIST1 and Val552 of E12 in the heterodimeric 
TWIST1/E12 structure is shown in CPK representation. B, Evolution of the distance between the 
two residues during the molecular dynamics simulation. 
 
Supplementary Figure 6: The R154P mutation induces a profound alteration of the 
heterodimeric TWIST1/E12 structure. 
Evolution of the distances between the residues Met112, Leu124 and Ile134 of TWIST1 and the 
residues Val552, Asp564 and Leu578 of E12 respectively during the dynamics simulations. 
Position of the residues in the heterodimeric complex structure is shown in CPK representation 
on top. 
 
Supplementary Figure 7: The R154P mutation destabilizes the TWIST1-E12 heterodimeric 
complex. 
A, Position of the Boxes A to D in TWIST1 and E12 primary sequences. The R154P mutation is 
indicated with an asterisk. B, Analysis of the impact of the R154P mutation on H-bonds 
generated by each individual residue located in the four structural boxes (A to D) during the 
molecular dynamics simulations. Gains and losses are represented in %. C, Analysis of the 
consequences of the R154P mutation on the total number of H-bonds established between 
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residues within Boxes A to D with (+) or without (-) DNA considering the H-bonds established 
between residues located within Boxes A, C, and D, and the DNA bases. 
 
Supplementary Figure 8: The double S123A H593A mutation and the R154P mutation 
similarly impact on the position of the TWIST1 residue Lys145 and of the corresponding 
residue Lys588 in E12 that are essential for protein/DNA complex stability. 
A, Position of the Boxes I to IV in TWIST1 in E12 primary sequences. The position of the 
S123A and H593A mutations are indicated with asterisks. B, Analysis of the consequences of the 
double S123A H593A mutation on the total number of H-bonds established between residues 
within Boxes I to IV with (+) or without (-) considering the H-bonds established between 
residues located within Boxes A, C, and D, and the DNA bases. C, Left panel: position of the 
residues S123 and H593 in the structure is shown in CPK representation. Right panel: evolution 
of the distances between the residues Lys145 and Asn125 of TWIST1 and Lys588 and Asn566 of 
E12 during the dynamics simulation in both wild type (wt) and S123A H593A (AA) mutant TE 
complexes. D, evolution of the distances between the residues Lys145 and Asn125 of TWIST1 
and Lys588 and Asn566 of E12 during the dynamics simulation in both wild type (wt) and 
R154P (RP) mutant TE complexes. 
 
Supplementary Figure 9: The double S123A H593A substitution alleviates the stability of 
H-bonds established between residues and DNA bases. 
Evolution of the distances between the residues Gln122, Arg118 and Arg110 of TWIST1 and 





Supplementary Figure 10: Protein expression analysis 
Analysis of the TWIST1 protein in TWIST1-infected HMEC cells untreated (left panel), treated 
with TGF? (middle panel) or infected with RAS (right panel) by Western-blot. 
Supplementary Figure 11: Control for the specificity of the signal generated in a Proximity 
Ligation Assay for the TWIST1-E12 heterodimeric complex. 
Assessment of the TWIST1-E12 heterodimeric complex by a Proximity Ligation Assay in the 
TWIST1 and E12 positive basal A/basal-like MDA-MB-436 and the basal B/ claudin-low 
Hs578T, and, as a control, the TWIST1-negative E12-positive HMEC-hTERT cell line. 
Specificity of the signal was confirmed by inhibiting either TWIST1 (shRNA TWIST1) or TCF3 
(E2A protein encoding gene) expression through RNA interference. A, Analysis of TWIST1 and 
E12/E47 proteins by Western-blot. B, Expression of TWIST1 and E12, as assessed by Q-RT-
PCR. mRNA levels were expressed relative to the housekeeping HPRT1 gene transcript and were 
normalized with respect to HMEC-hTERT cells. C, Assessment of the TWIST1-E12 
heterodimeric complex by a Proximity Ligation Assay. Average value for the number of dots 
detected per cell and the number of cells counted (n) are indicated.  
 







































Etude de la contribution relative des deux complexes TWIST1 dans la carcinogenèse mammaire. 
La capacité des protéines TWIST à neutraliser les mécanismes de sauvegarde cellulaire 
constitue sans nul doute l’une des composantes déterminantes par lesquelles ces facteurs 
embryonnaires favorisent l’initiation tumorale. Les expériences d’inhibition de l’expression de 
TWIST1 par ARN interférence, que nous avons menées dans divers lignées tumorales mammaires 
(de sous-type luminal ou claudin-low), confirment ces précédentes observations. En effet, 
l’expression de la protéine TWIST1 semble être un prérequis au maintien de la prolifération des 
cellules tumorales in vitro mais également in vivo (Ansieau et al., 2008; Tran et al., 2012). En 
cela, ces cellules tumorales présentent une addiction à la protéine TWIST1, et ce malgré 
l’accumulation d’altérations secondaires et la présence, dans les lignées « claudin-low » connues 
pour être enrichies en marqueurs de l’EMT, d’autres facteurs de transcription embryonnaires tels 
que la protéine ZEB1 capable également d’inhiber l’expression d’inhibiteur de cyclines-kinases 
(Browne et al., 2010; Liu et al., 2008). Il n’existe, pour l’heure, aucune donnée pouvant expliciter 
l’absence de redondance fonctionnelle entre ces deux FTE au regard de l’inhibition de la 
sénescence. Les FTE formant un réseau fortement interconnecté et complexe, il est envisageable 
que la déplétion de la protéine TWIST1 conduise à une restructuration des équilibres entre les 
FTE et leurs régulateurs aboutissant à une inhibition de fonctions des protéines ZEB1 au regard 
de la senescence. Dans le cas de la protéine ZEB1, l’inhibition de son expression par le miR-200 
restaure le phénomène de sénescence (Magenta et al., 2011). Or, la protéine p53 induit 
l’expression du miR-200 conduisant à une répression de l’expression de ZEB1, pérennisant ainsi 
l’arrêt du cycle cellulaire (Sánchez-Tilló et al., 2012). Dans le contexte de la déplétion de la 
protéine TWIST1 en présence d’une activité sauvage de la protéine p53, on peut imaginer que la 
levée de l’inhibition de p53 par TWIST1 rende possible l’activation du miR-200 et l’extinction 
conséquente de ZEB1, expliquant ainsi l’impossibilité de ce dernier à maintenir le phénomène de 
sénescence. Cette hypothèse reste à être confirmée. Pour autant, les lignées mammaires analysées 
pendant ma thèse arborent pour une grande majorité d’entre-elles des mutations inactivatrices de 
la protéine p53. Par ailleurs, il existe de plus en plus d’études mettant en avant l’existence d’une 
coopération temporelle et spatiale des FTE pouvant expliquer l’absence de compensation de la 
déplétion de la protéine TWIST1 par d’autres FTE (Dave et al., 2011; Takahashi et al., 2004; 
Tran et al., 2011). En effet, on peut penser que les protéines TWIST1 et ZEB1 jouent des rôles 
différents dans l’inhibition de la sénescence; l’une d’avantage dans l’initiation, l’autre dans le 
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maintien de cette inhibition. En outre, il a été démontré que la déplétion de la protéine TWIST1 
dans des lignées tumorales humaines de colon, conduit à une diminution de l’expression ou un 
retard de l’expression en réponse au TGF-ß du gène ZEB1 (Dave et al., 2011). Il est également 
envisageable que le type cellulaire ou les voies de signalisation activées dictent l’activité de l’une 
ou l’autre de ses protéines. L’addiction à l’un ou l’autre de ces facteurs pourrait ainsi dépendre de 
la nature de l’évènement génétique à l’initiation de la transformation (« driver mutation »). 
Plusieurs exemples de mutations géniques capables directement de moduler l’expression des 
facteurs de transcription embryonnaires existent. Dans le pancréas, la forme activée de la protéine 
K-RAS (KRASG12V) induit l’expression de TWST1, s’affranchissant ainsi de l’activation du gène 
CDNK2A et l’entrée des cellules en sénescence réplicative et les cellules restent dépendantes du 
facteur de transcription pour leur survie (Lee and Bar-Sagi, 2010). Dans les neuroblastomes, le 
gène TWIST1 s’avère également être une cible directe de l’oncoprotéine N-MYC (Selmi et al., 
2014) et le facteur embryonnaire est indispensable à la survie des cellules.  
Une alternative serait évidemment que certaines fonctions de TWIST1 lui soient spécifiques. On 
peut souligner par exemple que les protéines TWIST modulent la capacité de la protéine 
p65RelA à activer un certain nombre d’interleukines (Li et al., 2012b; Šoši? et al., 2003), 
nombreuses d’entre elles étant associées au SASP et nécessaires de fait au maintien du phénotype 
sénescent (Acosta et al., 2008; Kuilman et al., 2008; Li et al., 2012a; Šoši? et al., 2003; Su et al., 
2011; Wang et al., 2013). Enfin, évidemment, l’importance relative de ses facteurs selon le 
modèle cellulaire étudié pourrait être le reflet de la présence ou non de cofacteurs et complexes 
de remodelage chromatinien essentiels à leur activité.  
 
En outrepassant la sénescence induite en réponse à une activation oncogénique, 
l’expression de la protéine TWIST1 représente l’un des évènements précoces pouvant mener à 
l’évolution de lésions pré-malignes vers un stade malin. En lien avec cette observation, nous 
avions montré successivement que la protéine TWIST1 est absente des nevi et à l’inverse 
présente dans les mélanomes primaires (avec une expression inversée à celle de la protéine 
p16INK4A) (Ansieau et al., 2008). Par ailleurs, dans le cadre du cancer du sein, la protéine est 
détectée dans les lésions précoces que représentent les carcinomes ductaux in situ (DCIS), stade 
auquel la cascade métastatique n’est pas initiée, confortant une fois de plus l’idée selon laquelle 
la protéine TWIST1, au-delà de ses fonctions pro-métastatiques, est dotée de propriétés 
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oncogéniques (Morel et al., 2012). Mon travail de thèse renforce ces données en montrant, par la 
technique de « Proximity Ligation Assay » que le complexe actif de la protéine TWIST1, à savoir 
le complexe hétérodimérique TWIST1-E12 (complexation des protéines TWIST1 et E2A 
endogènes) est détectable à ce stade de la progression tumorale mammaire. La démonstration de 
l’activité oncogénique de la protéine TWIST1 avait été obtenue en réalisant des tests de 
coopération oncogéniques avec la protéine KRASG12D in vitro mais également dans un modèle de 
carcinogenèse mammaire à l’aide de souris transgéniques (Morel et al., 2012). Leur expression 
conjointe dans des cellules luminales (expression du transgène induite par le promoteur WAP-
Cre), en absence de lactation permettant ainsi une expression en mosaïque plus fidèle aux 
observations physiopathologiques, conduisait, avec une pénétrance complète, au développement 
de carcinomes mammaires (Morel et al., 2012). 
Mes travaux complètent ces données en démontrant in vitro que la capacité à neutraliser 
le mécanisme de sauvegarde et à coopérer avec l’oncoprotéine RAS est restreinte à 
l’hétérodimère TWIST1-E12, tout au moins dans ce modèle. Par ailleurs, in vivo l’expression de 
l’hétérodimère dans les cellules luminales mammaires octroie aux souris une susceptibilité 
exacerbée à développer spontanément des carcinomes mammaires (39,2% ; n=28), en 
comparaison à des souris contrôles ou exprimant l’homodimère (14,2% ; n=14). La latence 
importante (18 mois) et l’hétérogénéité des tumeurs obtenues reflètent la nécessité d’évènements 
secondaires afin de permettre une transformation néoplasique complète.  Par ailleurs, ces tumeurs 
sont obtenues en ayant pris soin d’induire l’expression du transgène dans l’intégralité des cellules 
luminales, en utilisant des souris multipares (deux cycles de lactation). Si ces conditions 
s’éloignent des conditions physiologiques, elles reflètent néanmoins la capacité des protéines 
TWIST1 à générer un terrain fertile au développement de tumeurs. Ces données confortent une 
nouvelle fois l’idée selon laquelle, la protéine TWIST1 en soi ne constitue pas un oncogène 
puissant mais permet d’avantage aux cellules de tolérer des activations oncogéniques et d’évoluer 
vers un phénotype malin. A ce titre, l’expression forcée de TWIST1 dans les cellules épithéliales 
ne leur octroie aucun pouvoir transformant. 
A l’origine, la protéine TWIST1 a été décrite par le laboratoire du Dr. Weinberg comme 
un facteur pro-métastatique de par sa capacité à promouvoir la transition épithélio-
mésenchymateuse (Yang et al., 2004). Dans nos mains, à l’inverse des protéines SNAIL et ZEB, 
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la protéine TWIST1, ou sa forme oncogénique, sont incapables de promouvoir l’engagement de 
cellules épithéliales mammaires immortalisées dans un programme d’EMT de manière totale. 
Tout au plus peut-on noter la capacité de la protéine TWIST1 à promouvoir l’expression de 
certains marqueurs mésenchymateux. Cette observation est en accord avec un rôle du facteur de 
transcription davantage dans le maintien d’un phénotype mésenchymateux que dans l’induction 
du programme (Tran et al., 2011). Il est néanmoins notable que l’expression de la protéine 
TWIST1 ou de l’hétérodimère sensibilise les cellules à un environnement permissif à l’EMT 
(traitement au TGF?) : conditions retrouvées sur les fronts invasifs des tumeurs (Brabletz et al., 
2001). A cet égard, l’expression de  TWIST1 est clairement associée à un risque métastatique 
élevé dans différents modèles tumoraux tels que le mélanome (Hoek et al., 2004) et la prostate 
(Gajula et al., 2013). 
Afin de valider l’importance de l’interaction entre les protéines TWIST1 et E12 dans les 
fonctions oncogéniques de la protéine TWIST1, nous avons généré deux mutants capables 
d’inhiber la dimérisation entre les deux partenaires soit la fixation du complexe à l’ADN. Des 
données bibliographiques ont démontré l’importance du résidu Arg154 et les conséquences de sa 
mutation en résidu Pro sur l’efficacité de dimérisation du complexe TWIST1-E12 (Spicer et al., 
1996). Nous avons confirmé que la mutation R154P conduit effectivement à une distorsion 
significative de la structure entrainant une déstabilisation de la stabilité du complexe et abolit 
l’interaction entre les deux protéines TWIST1 et E12, à en juger par des expériences de co-
immunoprécipitation. Parallèlement, nous nous sommes intéressés au résidu Ser 123 de la 
protéine TWIST1, sa phosphorylation déterminant la balance de formation entre l’homo- et 
l’hétérodimère (Firulli et al., 2005). De plus, sa substitution en résidu Trp est associée à la perte 
de fonctions de TWIST1 dans le cadre du syndrome de Saethre-Chotzen (Seifert et al., 2006). 
Comme observé au cours des dynamiques moléculaires, la phosphorylation du résidu réduit la 
distance entre les hélices de la protéine et l’ADN, renforçant ainsi la spécificité du complexe pour 
son site de fixation. D’après le modèle in silico, le résidu Ser123 interagit avec le résidu His593 
de la protéine E12. Nous avons donc? évalué les conséquences de la substitution de ces deux 
résidus en Ala (mutations S123A dans TWIST1 et H593A dans E12). La présence de cette 
double mutation augmente la distance entre certains résidus du complexe directement en contact 
avec la séquence d’ADN cible, inhibant ainsi l’efficacité de fixation. Comme attendu, bien que 
correctement ciblées dans le noyau, les deux versions mutées sont inactives à en juger par des 
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expériences de gènes rapporteurs.  L’incapacité de ceux deux mutants à complémenter l’activité 
anti proliférative et pro-EMT de la protéine TWIST1 démontre la nécessité d’une interaction non 
altérée entre les deux partenaires de l’hétérodimère. Cette analyse structurale et fonctionnelle 
valide donc à la fois le modèle structural établi in silico et la relevance de nos tests fonctionnels. 
Nos travaux démontrent que l’hétérodimère représente la forme active de la protéine 
TWIST1 endogène au regard de la transformation néoplasique. Pour autant, plusieurs 
interrogations subsistent. En effet, rien n’indique que l’hétérodimère constitue l’unique complexe 
oncogénique de la protéine TWIST1 et que certaines de ses fonctions soient allouées à un 
complexe différent impliquant un équilibre spatio-temporel des deux formes. De plus, aucune 
donnée bibliographique ou résultat obtenu ne nous permet de prétendre que l’inhibition de 
l’hétérodimère soit suffisante pour restaurer de la sénescence et qu’il constitue une approche 
thérapeutique de choix. Plus encore, rien ne nous permet aujourd’hui d’exclure que dans d’autres 
modèles tumoraux, d’autres complexes correspondent à la forme active de la protéine TWIST1. 
En effet, contrairement aux lignées cellulaires mammaires utilisées dans nos études, certaines 
lignées, notamment celles de neuroblastome, expriment des protéines HAND, autres partenaires 
des protéines TWIST1. Au vu des données obtenues en embryologie, il n’est donc pas absurde 
d’envisager la formation d’un hétérodimère TWIST1-HAND1 ayant des fonctions particulières 
au sein des cellules de neuroblastome (Firulli et al., 2005). Parallèlement, de nombreuses lignées 
mammaires du sous-type claudin-low expriment également la protéine TWIST2. Même si 
l’existence d’un complexe TWIST1/TWIST2, ou TWIST2-E12, reste à démontrer, certaines 
fonctions pourraient leur être attribuées. Pour rappel, le laboratoire a démontré que la protéine 
TWIST2 récapitule les fonctions oncogéniques de la protéine TWIST1. En effet, la délétion de la 
protéine TWIST2 dans des lignées cellulaires transformées mammaires ou de mélanomes, 
conduit de manière similaire à TWIST1, à l’induction du phénomène de sénescence. En outre, 
l’expression de la protéine TWIST2 permet l’échappement de la sénescence induite en réponse à 
une activation oncogénique de type RAS et coopère avec cette activation oncogénique pour 
induire la transformation de cellules épithéliales mammaires humaines au travers du phénomène 
d’EMT (Ansieau et al., 2008). Cependant, une nouvelle fois, l’inhibition de l’expression de 
TWIST1 étant suffisante dans les lignées claudin-low exprimant les deux membres de cette même 
famille, l’implication de la protéine TWIST2 peut être relativisée.  
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Afin de s’assurer de l’efficacité d’une stratégie visant à inactiver l’hétérodimère, nous 
avons généré une forme transdominante négative de l’hétérodimère (Corsi et al., 2002). La 
mutation de l’acide glutamique en position 29 en résidu lysine (E29K) conduit chez C.Elegans à 
un phénotype mimant celui d’une perte de fonction de la protéine TWIST1. La mutation n’abolit 
ni la capacité de la protéine à s’homo- ou s’hétérodimèriser, ni la localisation nucléaire de la 
construction et la capacité de se fixer à l’ADN. Cette région est hautement conservée entre les 
espèces, ce qui nous a permis de générer l’équivalant humain du mutant (E117K) dans la protéine 
monomère ainsi que l’hétérodimère. Nous évaluerons la capacité de ce transdominant négatif à 
induire, dans des lignées mammaires, de mélanomes ou encore de neuroblastome, les systèmes de 
sauvegarde cellulaires, validant ainsi la relevance d’une stratégie ciblant le complexe TWIST1-
E12. 
Sachant que l’expression transcriptionnelle de TWIST1 n’est pas le reflet de la protéine 
(régulations post-transcriptionnelles), ni celui de son activité (modifications post-
traductionnelles), nous avons voulu mettre à profit nos hétérodimères pour tenter d’identifier une 
signature génique qui pourrait être le reflet de l’activité de la protéine. L’idée sous-jacente était 
que l’utilisation de dimères forcés pouvait nous prémunir des problèmes de titrations, les 
réactions intramoléculaires étant favorisées aux dépens des réactions intermoléculaires. 
L’expression ectopique de ces dimères pourrait donc plus facilement nous amener à identifier les 
gènes cibles directes de TWIST1. Ces signatures géniques ont été réalisées à des temps précoces 
afin de s’affranchir d’activations transcriptionnelles secondaires. A notre surprise, l’expression de 
très peu de gènes s’est avérée modifiée et aucun ne semblait avoir de relevance biologique 
significative au regard de la transformation. L’absence d’expression de marqueurs 
mésenchymateux tels que la vimentine ou la fibronectine, nous suggère potentiellement que le 
temps choisi était trop précoce. L’autre possibilité, au vue des expériences de coopération avec 
l’oncoprotéine RAS in vitro et la nécessité d’accumulation d’évènements secondaires dans la 
transformation néoplasique in vivo, ces signatures pourraient être réalisées à des temps précoces 
mais cette fois en présence d’un oncogène du type RAS et à des temps où les cellules arborent un 





TWIST1 cible thérapeutique ? 
Au vue de nos premiers résultats, l’altération de l’activité du complexe hétérodimérique 
TWIST1-E12 pourrait constituer une approche viable, du moins dans un modèle de tumorigenèse 
mammaire dans un premier temps. Ce potentiel est renforcé par les observations in vitro et in vivo 
faisant état d’une addiction de certaines cellules tumorales à la protéine TWIST1 (Ansieau et al., 
2008; Tran et al., 2012; Valsesia-Wittmann et al., 2004). De plus, des études combinant 
paclitaxel et un shRNA dirigé contre l’ARNm TWIST1 permettent la diminution du potentiel 
métastatique ainsi qu’une diminution du développement tumoral dans un modèle in vivo de 
xénogreffes (Shen et al., 2013). Même si la thérapeutique par siRNA soulève de grands espoirs, 
les obstacles restant cependant nombreux. Ces derniers ne conduisent pas forcément à l’effet 
thérapeutique voulu à cause d’une faible stabilité dans le flux sanguin, une mauvaise absorption 
intracellulaire ainsi qu’une activation non spécifique du système immunitaire. Malgré les efforts 
réalisés dans le domaine de la galénique (formulation furtive), l’utilisation d’ARN interférents in 
vivo reste cependant difficile. Ces observations/difficultés renforcent le rationnel d’un ciblage 
plus spécifique de l’hétérodimère, à l’aide de molécules/stratégies plus conventionnelles. Dans 
cette optique, des analyses in silico sont actuellement en cours pour identifier des molécules 
chimiques susceptibles d’en moduler spécifiquement l’activité, les tests fonctionnels établis au 
cours de ma thèse in vitro permettant ensuite d’évaluer leur efficacité (L.Payen, résultats non 
publiés). Le modèle structural établi in silico met particulièrement en exergue l’importance de 
boucles latérales pour le maintien du complexe protéine/ADN. Ces boucles pourraient être 
accessibles et constituer des cibles de choix. 
Certains points restent cependant à prendre en compte. En effet, deux articles publiés dans 
le prestigieux journal Cancer Cell ont démontré que l’inhibition de l’expression des facteurs de 
transcription embryonnaires et la MET associée est une étape indispensable à l’établissement de 
foyers tumoraux secondaires (Ocaña et al., 2012; Tsai et al., 2012). En particulier, l’inhibition de 
l’expression des facteurs de transcription embryonnaires, au vu de leur capacité à inhiber la 
prolifération cellulaire (Vega et al., 2004), pourrait être un prérequis à la colonisation. Des 
mesures de Ki67 ont confirmé que les cellules de la tumeur primaire possède une faible 
prolifération corrélée à une forte expression de la protéine TWIST1 alors que les cellules 
présentent sur le site secondaire arborent une perte d’expression de TWIST1 accompagnée d’un 
gain en prolifération (Tsai et al., 2012). Cette apparente ambivalence entre induction du 
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phénomène de sénescence et dissémination métastatique en réponse à l’inhibition de l’expression 
du gène TWIST1 est sans doute le reflet d’un concept émergent, basé sur une dualité de fonctions 
des inducteurs d’EMT en fonction de niveaux d’expression distincts (Beck et al., 2015; Liu et al., 
2014). On peut donc émettre l’hypothèse selon laquelle un fort taux de protéine est nécessaire à 
l’échappement aux systèmes de sauvegardes et à l'induction de l'EMT, qu’un taux plus faible soit 
nécessaire à la mise en place des foyers tumoraux secondaires et que la réinduction des 
phénomènes de sénescence ou d’apoptose nécessite des taux d’extinctions plus importants. En 
d’autres termes, une stratégie visant ces facteurs ne sera effective que si elle conduit à une 
inactivation très forte voir complète de ces protéines (Tran et al., 2012). 
Une des indications préférentielles d’une stratégie visant la protéine TWIST1 pourrait 
donc être le traitement des tumeurs primaires afin d’éviter l’effet prométastatique d’une 
inhibition de la protéine. Cependant, la grande majorité des décès étant dus aux métastases, on 
peut se poser la question de l’utilité d’une telle stratégie. Or, un traitement « anti-FTE » néo-
adjuvant en combinaison aux molécules plus conventionnelles, pourrait éviter l’apparition de 
cellules tumorales ayant subi une EMT totale et donc susceptibles d’initier la cascade 
métastatique et des phénomènes de résistances conduisant à des phénotypes plus agressifs et à 
une possible récurrence. Dans ce cadre-là, le laboratoire prend part à une collaboration 
ambitieuse au sein d’un consortium Franco-Allemand/publique-privé visant à développer un 
screening moléculaire à haut débit sur la base de modèles cellulaires développés par l’équipe. Le 
but de cette étude est de développer une molécule à fort potentiel ajutée, capable d’améliorer 
significativement la survie des patients ayant des lésions cancéreuses résiduelles après un 
traitement néo-adjuvant et une chirurgie en inhibant la capacité de ces cellules à subirent le 
phénomène d’EMT et de conduire à l’initiation de la cascade métastatique. 
L’importante adaptabilité des cellules engagées dans un programme d’EMT et les 
difficultés conséquentes posent de nombreuses questions quant à la pertinence et l’efficacité de  
stratégies thérapeutiques visant ce programme de transdifférenciation (Jacqueroud L. L’EMT : de 
la plasticité à la chimiorésistance.?Thèse d’exercice : Pharmacie : Lyon 1 ; 2013 » et « Jacqueroud 
L, Ansieau S. La transition épithélio-mésenchymateuse: de la plasticité à la chimiorésistance. 
Correspondnaces en Onco-Théranostic 2013 ; 3 : 126-31). Néanmoins, certaines des stratégies 
envisagées laissent entrevoir un espoir et même une forte présomption quant à leur faisabilité. 
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Les progrès qui sont réalisés dans le criblage et la conception rationnelle de nouvelles molécules 
devraient apporter rapidement de nouvelles solutions fiables dans l’optimisation de la prise en 
charge et la survie des patients. D’importants efforts sont faits pour améliorer les conditions de 
criblages en concevant des outils se rapprochant des conditions physico-chimiques de 
l’organisme et plus précisément du microenvironnement tumoral (Aref et al., 2013). Cependant, 
il subsiste encore bon nombre d’interrogations quant à l’utilisation de l’EMT en tant que cible. 
En effet, si la stratégie repose sur l’altération de l’inhibition des systèmes de sauvegarde 
cellulaires par les facteurs de transcription embryonnaires ou plus largement sur l’induction d’une 
MET, encore faut-il que les effets subsistent après le retrait de la molécule. Cette question est 
cruciale en termes de posologie et de fenêtre thérapeutique. Il est également nécessaire de 
réfléchir à une utilisation néo-adjuvante de ces thérapies, de récents travaux ayant mis en 
évidence l’induction d’une EMT au niveau des berges de la plaie lors de résection de tumeurs de 
l’œsophage notamment (Aoyagi et al., 2011, 2013). En effet, certains stress liés à la résection  
(hypoxie, ischémie, inflammation…) induisent l’expression de plusieurs marqueurs de l’EMT 
(TWIST, ZEB, vimentine, fibronectine), même si cette induction est également retrouvée lors de 
la résection de tissus sains, conduisant les auteurs à la question d’une possible contamination des 
échantillons tumoraux par du tissus mésenchymateux sains adjacents. 
Cette notion de plasticité tumorale découlant de l’EMT ouvre la voie à un véritable 
rationnel du concept du théranostic basé sur le fait que l’hétérogénéité des pathologies tumorales 
requiert des solutions plus personnalisées. En effet, le théranostic améliore le pronostic et la 
sécurité des patients, en identifiant les populations de patients qui répondront favorablement aux 
molécules tout en préservant les autres d’effets indésirables sans aucun bénéfice thérapeutique. 
Cela permettra aux médecins de sélectionner les traitements les mieux adaptés, avec le meilleur 
rapport bénéfice-risque(-coût) en influençant positivement sur la sécurité du patient ainsi que sur 
l'économie de la santé. En amont, le théranostic permet aux laboratoires pharmaceutiques 
d’optimiser le processus de développement des médicaments en ciblant des cohortes plus 
significatives lors des essais cliniques. Ces avancées pour le patient et le système de santé sont 
rendues possibles par un certain nombre de progrès techniques et scientifiques. Que ce soit, 
initialement, le projet du génome humain ou la découverte de nouveaux biomarqueurs 
pronostiques, le domaine de la biologie a favorisé  la compréhension des états pathologiques. De 
plus, le perfectionnement des techniques de génotypage ou encore de l’analyse des profils 
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d'expression géniques a permis l’application de ces nouvelles connaissances biologiques au 
développement de tests tout en faisant baisser leur coûts. En cela, je pense que les progrès les 
plus significatifs dans ces prochaines années seront faits sur le dépistage, la prise en charge 
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I. Snail family members unequally trigger EMT and thereby differ in their 
ability to promote the neoplastic transformation of mammary epithelial cells. 
 
Alors que les protéines SNAIL sont considérées comme étant de puissants inducteurs 
d’EMT, et en cela associées à la propagation métastatique des cellules tumorales, leur potentiel 
d’initiation de la transformation néoplasique, n’a jamais été discuté. Cependant, à l’instar des 
protéines TWIST1, on observe l’expression de la protéine SNAIL1 dans des DCIS bien avant 
l’initiation de la cascade métastatique, suggérant que SNAIL1 possède un potentiel oncogénique 
intrinsèque (Geradts et al., 2011). La production ectopique des trois membres de la famille 
SNAIL : SNAIL1, SNAIL2 et SNAIL3 dans des cellules épithéliales mammaires humaines 
immortalisées mais non transformées, nous a permis de démontrer que ces trois facteurs différent 
dans leur capacité à promouvoir l’EMT. De cette capacité semble dépendre leur potentiel, d’une 
part à protéger les cellules de l’anoïkis et à promouvoir, d’autre part, seules ou en coopération 
avec l’oncoprotéine H-RASG12V la transformation néoplasique des cellules. Ces données dans 
leur ensemble soulignent une fois de plus l’importance de l’EMT dans l’initiation tumorale. Ces 
résultats mettent par ailleurs en exergue le fait que la protéine SNAIL3 soit un faible inducteur 
d’EMT, arborant ainsi une divergence fonctionnelle vis à vis des deux autres membres de la 
famille. En accord avec cette hypothèse, la protéine semble, au cours du développement 
embryonnaire murin, être spécifiquement exprimée dans le thymus, les muscles squelettiques 
mais sur aucun des sites sur lesquels l’EMT est présumé jouer un rôle (Zhuge et al., 2005). Les 
fonctions exactes de SNAIL3 restent à ce jour que très peu décrites. 
Nos résultats mettent en évidence pour la première fois un rôle fonctionnel du gène SNAI3 
dans l’acquisition de propriétés pro-tumorales in vitro dans le contexte mammaire. Des études 
supplémentaires seront néanmoins nécessaires afin de confirmer ces observations et les étendre à 
d’autres types tumoraux et en particulier aux tumeurs d’origine hématopoïétiques au vu du 
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Introduction
The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a latent
embryonic process endowing cells with a transient migratory
potential. This phenotypic switch is essential to the establishment
and evolution of epithelial structures during both morphogenesis
and organogenesis. Hijacking of this cell conversion mechanism
has been identified as a driving force of cancer cell dissemination
[1]. Since this seminal observation, a wide number of studies has
confirmed that aberrant induction of master regulators of EMT,
including mainly the members of the SNAIL, TWIST, and ZEB
transcription-factor families, afford cancer cells motility and
invasive properties [2]. While the link between EMT and
metastasis is commonly accepted, a role for EMT in promoting
tumor initiation has recently emerged. We and others have
demonstrated that the TWIST and ZEB proteins override
oncogene-induced senescence and apoptosis and cooperate with
oncoproteins such as RAS and MYC to foster murine cell
transformation both in vitro and in vivo [3–6]. Furthermore, we have
demonstrated that combining a TWIST or ZEB protein with a
single mitogenic oncoprotein is sufficient to promote immortalized
human mammary epithelial cell (HMEC-hTERT) dedifferentia-
tion and transformation [7].
The SNAIL transcription factors are generally considered as the
gold standard EMT-inducers. In this regard, they play a central
role in morphogenesis and were found as essential for mesoderm
and neural crest delamination in several organisms from flies to
mammals [8–16]. SNAIL1 (encoded by the SNAI1 gene and
previously called SNAIL) and SNAIL2 (encoded by the SNAI2
gene and previously called SLUG) were shown a decade ago to
turn down CDH1 transcription, leading to a loss of the epithelium
gatekeeper E-cadherin, and thereby to promote EMT [17–19]. In
support of this observation, reactivation of SNAI1 or SNAI2 has
been associated with a high risk of metastasis and a poor prognosis
in different tumor progression models [20–22], although an
inverse correlation with E-cadherin expression is not always
observed [23,24]. While SNAIL proteins are seen as potent EMT
inducers associated with cancer cell dissemination, their role in
tumor initiation has never been addressed. Yet detection of
SNAIL1 in in situ ductal carcinoma, at a stage preceding cancer
cell dissemination, suggests that SNAIL proteins, like the TWIST
and ZEB proteins, have additional oncogenic properties [5,6]. In
support of this view, moderate upregulation of Snai1 or Snai2, as
induced in CombitTA-Snai1 and CombitTA-Snai2 transgenic
mice, is associated with spontaneous development of epithelial
and/or mesenchymal tumors.
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The SNAIL3 (encoded by the SNAI3 gene and previously called
SMUC) transcription factor is the last member of the family to be
acknowledged, originally cloned by PCR from adult skeletal
muscle with degenerative primers, before being identified through
in silico analyses [25,26]. The protein shares with both SNAIL1
and SNAIL2 proteins a similar structural organization encom-
passing an N-terminal SNAG transrepression domain and a C-
terminal DNA binding domain encompassing 4 to 5 zinc-fingers
[26]. Expression analysis of Snai3 expression by in situ hybridiza-
tion during mouse embryonic development demonstrated that
Snail3 transcripts are specifically detected in skeletal muscle and
thymus at a relatively late stage of mouse development [27]
suggesting specific and EMT-unrelated functions of SNAIL3. In
support of this conclusion, using a Snai3-EYFP transgenic mouse
model, Snai3 expression was confirmed to be constrained to
skeletal muscle and thymus and not to EMT sites [28].
Furthermore, Snai3 null mice do not exhibit any obvious
phenotype including no evident defect in T lymphocyte develop-
ment [28], while SNAI3 transduction in hematopoietic stem cells
was previously shown to favor their commitment into the myeloid
lineage at the expense of the lymphoid lineage [29]. Lack of
phenotype has recently been explained by demonstrating that
SNAIL2 and SNAIL3 display redundant functions in regards to B
and T cell differentiation. This functional redundancy is likely not
restricted to lymphomagenesis, as Snai22/2 Snai32/2 double
knockout mice elicit a more severe phenotype than single Snai22/2
knockout, namely a stunted growth phenotype, a paucity of
offspring, in addition to the previously discussed inhibition of B
and T cell development [30]. Collectively, this information
suggests that the three SNAIL proteins are not functionally
equivalent but rather behaves as overlapping modules. SNAIL1
and SNAIL2 proteins share similar EMT-promoting functions
with a different predominance in mammals and birds [12,16,31]
and SNAIL2 and SNAIL3 are both implicated in hematopoietic
stem cell fate. In line with their expression profile during
embryonic development, we herein demonstrate that, SNAIL3,
unlike SNAIL1 and SNAIL2, actually behaves as an inefficient
EMT-inducer in immortalized but non-transformed mammary
epithelial cells. We next exploit this differential efficiency to further
explore the link between the cell commitment into EMT and the
acquisition of neoplastic transformation-associated properties.
Results
SNAI3 is aberrantly reactivated in breast cancers
While the SNAI1 and SNAI2 genes are reported to be frequently
reactivated in numerous carcinomas (breast, esophageal, colon,
kidney) [32–35], the status of the related SNAI3 gene has remained
unclear. To address this question, SNAI3 expression was assessed
by qRT-PCR in a cohort of primary human tumors (n = 44)
encompassing four different carcinoma types (colon, lung, ESCC,
kidney), as compared to healthy tissues or normal cell counter-
parts. SNAI3 transcription was barely detectable in colon and lung
cancers and weakly induced in ESCC and kidney cancers (data not
shown), but significantly induced in primary non-metastatic breast
tumors from untreated patients, as compared to immortalized
mammary epithelial cells (HMEC-hTERT) (FC.10 in 58.2%,
n= 67) (Figure 1). In these primary breast tumors, SNAI1
transcription was also frequently induced (FC.10 in 68.6%,
n= 67) in line with previous reports [36–38]. We confirmed that
the SNAI2 gene is transcriptionally active in HMEC-hTERT cells
(Figure 2E) [39], an expression that remained largely unaffected in
primary tumors. Consistently with this observation, SNAI1 is
commonly induced in human breast carcinoma cell lines (FC.10,
63.6%, n= 11) as compared to HMEC-hTERT cells. The SNAI3
gene also appeared to be expressed in several human breast cancer
cell lines, although the induction level was much lower (FC.5 in
36.3%, n= 11), while SNAI2 expression remained unchanged
(Figure S1). SNAI1 and SNAI3 induction did not associate with a
specific tumor subtype and were not correlated one to each other.
In conclusion, both SNAI1 and SNAI3 gene expressions are
induced in primary breast tumors compared to normal mammary
epithelial cells, suggesting that likewise SNAIL1, SNAIL3 may also
contribute to breast tumorigenesis.
SNAIL proteins promote EMT with unequal efficiency
In the light of its different expression profile during development
[27], we reasoned that SNAIL3 might differ from SNAIL1 and
SNAIL2 as regards EMT induction, a difference that might be
exploited to evaluate the contribution of EMT to cell transforma-
tion. To explore this possibility, immortalized mammary epithelial
cells (HMEC-hTERT) were infected with SNAIL-encoding
retroviral constructs (the resulting cells are hereafter referred to
as SNAIL-HMECs). N-terminal tagged versions of the proteins
were firstly used. Nonetheless, the few additional residues were
found to annihilate SNAIL protein function likely by interfering
with the N-terminal SNAG transrepression domain (data not
shown). We thus sought to compare the activities of untagged
versions of the SNAIL proteins, despite the difficulty to confirm
equal protein expression. Examination of cell morphology and
assessment of epithelial markers (E-cadherin, b-catenin) and
mesenchymal markers (N-cadherin, fibronectin, and vimentin)
by immunofluorescence and western blotting (Figure 2A, B, F)
demonstrated that all three proteins promoted cell commitment to
EMT, but with varying efficiency. SNAIL1-HMECs underwent
almost complete EMT. Although expressing a residual amount of
E-cadherin, they displayed a fibroblastic morphology and invasive
properties. By comparison, SNAIL2- and SNAIL3-HMECs were
found to be only partially committed to the transdifferentiation
program, as demonstrated by weakened cell-cell contacts and co-
expression of epithelial and mesenchymal markers (Figure 2).
Strikingly, SNAIL2- and SNAIL3-HMECs lacked invasive prop-
erties (Figure 2D). In line with the role of EMT in cell
dedifferentiation [40,41], 71.0% of the SNAIL1-, 13.5% of the
SNAIL2-, and 1.7% of the SNAIL3-HMECs displayed a stem-
cell-like CD44+CD242/low antigenic phenotype. To further
strengthen our conclusions, gene expression profiles of the
HMEC-derived cell lines were established. Comparison of these
gene expression profiles with the recently established EMT-
associated signature [42] confirmed the gradient of efficiency of
the SNAIL proteins in promoting EMT (Table S1). Interestingly,
while the expression of no less than 404 genes was found to
respond - in similar fashion - to both SNAIL1 and SNAIL2, only
156 of them appeared to be modulated by SNAIL3 (Figure 2G). In
keeping with a previous study [43], SNAIL1/2 production
appeared associated with decreased expression of luminal differ-
entiation markers and with activation of the TGFb pathway. To
rule out the possibility that the inefficiency of SNAIL3 to promote
EMT results of protein instability, C-terminal tagged versions of
SNAIL1 and SNAIL3 were generated. Despite a higher level of
expression and a correct nuclear localization (Figure S2B–D),
SNAIL3 still remained inefficient in promoting EMT in HMEC-
hTERT cells, as judged by the cell morphology (Figure S2A) and
the expression of epithelial and mesenchymal markers (Figure
S2C, D). As EMT induction by SNAIL1 is mediated by the direct
transcriptional repression of CDH1 (the E-cadherin encoding
gene), we next compared the efficiency of SNAIL1 and SNAIL3 to
repress the transcriptional activity of the CDH1 promoting
EMT-Promoting Properties of Snail Family Members
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sequences, as assessed in a reporter assay [19]. While SNAIL1 as
expected successfully annihilated reporter expression in an E-box
integrity dependent manner, SNAIL3 failed to do so (Figure S2E).
Collectively, these experiments demonstrated that EMT-induction
is not the primary function of SNAIL3, as expected from its
embryonic expression pattern [27].
The immortalized MCF10A breast cell line is more responsive
to EMT-promoting cytokines than HMEC-hTERT cells, suggest-
ing that active intracellular pathways/factors make them prone to
commit into this transdifferentiation program (data not shown).
We thus evaluated whether SNAIL3 remained inefficient in
inducing EMT in such a favorable cellular context or may
cooperate with such pathways/factors to trigger EMT. The
phenotypic switch was actually detectable with all three SNAIL
proteins (Figure 3A, B, E). All MCF10A derivatives predominantly
displayed a stem-cell-like antigenic phenotype (Figure 3C). None-
theless, a gradient of EMT-promoting activity remained detectable
(SNAIL1.SNAIL2.SNAIL3), as demonstrated by assessment of
epithelial and mesenchymal markers (Figure 3F), gene expression
profiles (Table S1), and cell invasive properties (Figure 3D).
Figure 1. Determination by RT-qPCR of SNAI1, SNAI2 and SNAI3 transcript levels in human primary mammary tumors. Levels expressed
relatively to housekeeping gene transcripts were normalized with respect to HMEC-hTERT cells. ER/PR: expression analysis of the estrogen and
progesterone receptor, + means .10% expressing cells. HER2+/2: amplification status of the ERBB2 gene. SBR: Scarff-Bloom-Richardson grade.
Metaplastic tumors include malpighian and sarcomatoı¨d carcinomas.
doi:10.1371/journal.pone.0092254.g001
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Despite some inefficacy in triggering EMT on its own, SNAIL3
may thus take part in EMT-promoting interactomes [42,44] and
thereby to some extent contribute to the cell reprogramming.
Ectopic expression of SNAI mRNAs in HMEC-hTERT and
MCF10A cells provided syngenic cell lines that only differ by their
commitment rate in EMT. We thus sought to next take profit of
these cellular models to explore the contribution of EMT in the
acquisition of some malignant properties.
SNAIL proteins can endow immortalized mammary
epithelial cells with malignant properties
To invade the lumen ducts or colonize secondary sites, cancer
cells have to survive detachment from the extracellular matrix, an
event committing normal cells to a cell-death program known as
anoikis. EMT, by down-regulating E-cadherin expression, is
known to render cells resistant to anoikis [45,46]. We thus
examined whether the extent to which a SNAIL protein promotes
EMT might affect its ability to protect cells under stress. To this
end, we cultured SNAIL-HMEC and SNAIL-MCF10A cells in
ultra-low-attachment culture dishes for different periods of time
and monitored cell death either by FITC-Annexin V/PI labeling
or by measuring the level of activated caspase-3. As suspected, the
three SNAIL proteins were indeed found to protect HMEC-
hTERT cells from anoikis with different efficiency, and the degree
of protection observed (SNAIL1.SNAIL2.SNAIL3, Figure 4A–
C) paralleled their ability to promote EMT. It also paralleled their
ability to activate pathways (AKT and MAPK) (Figure 4D) and
downstream genes (ZEB1/2) (Figure 4E) reported to determine the
capacity to survive detachment from the extracellular matrix
[47,48]. In MCF10A cells, where all three SNAIL proteins
successfully trigger EMT (Figure 3), they were found to protect the
cells similarly from anoikis (Figure 5). As we previously demon-
strated that EMT facilitates human mammary epithelial cell
transformation [7], we next assess the SNAIL oncogenic potential
by performing soft agar colony assays. SNAIL1 was found to
stimulate potently the transformation of HMEC-hTERT cells.
While SNAIL2 caused the appearance of a few colonies on agar,
SNAIL3 showed practically no transforming potential (Figure 6A).
Forced production of SNAIL proteins in MCF10A likewise
triggered cell transformation with a gradient of efficiency
mirroring the gradient of ability to trigger EMT (Figure 6B).
Colonies were found to be larger when experiments were
performed in MCF10A, suggesting that these cells display a
proliferative advantage when cultured in such low-adherence
conditions. As MCF10A display an amplification of MYC [49], we
thus evaluated whether combining SNAIL proteins with c-MYC
in HMEC-hTERT cells may similarly improve the colony growth.
As shown in Figure 6C, adjoined expression of c-MYC affords cells
a growth advantage demonstrating a synergistic effect of c-MYC
and SNAIL proteins in promoting mammary epithelial cell
transformation. Noticeably, the malignant transformation re-
mained partial as cells remained devoid of a tumorigenic potential,
when subcutaneously xenografted into nude mice (data not shown).
The synergistic effects of c-MYC and SNAIL proteins also did not
further engage cells into EMT, as demonstrated by the expression
Figure 2. SNAIL proteins act with different potency to promote
human mammary epithelial cell commitment into EMT. HMECs
were infected with the SNAI retroviral constructs as indicated at the top.
(A) Representative photomicrographs of cells obtained by phase
contrast microscopy. (B) Analysis of epithelial markers (E-cadherin, b-
catenin) and mesenchymal markers (fibronectin, vimentin) by immu-
nofluorescence. (C) Analysis by flow cytometry of CD44 and CD24.
Percentages of CD442/low CD24+ and CD44+CD242/low cells are
indicated. B.L.D.: below the limit of detection. (D) Invasion assay.
Percentages of invasive cells are indicated. Invasive cells are arrowed. (E)
Upper panel: Analysis of SNAI-transgene expression by qRT-PCR in the
corresponding transfected cell lines. Levels are expressed relatively to
the housekeeping gene HPRT1. Lower panels: western blot analysis of
SNAIL proteins. Proteins of interest are indicated by stars. (F) Analysis of
epithelial and mesenchymal markers by western blotting. (G) Venn
diagram showing the overlap of genes upregulated (in red) or down-
regulated (in green) in SNAIL-HMEC derivatives as compared to the
parental HMEC-hTERT cell line and as determined with a 1.5-fold cut-off
and a p value ,0.1.
doi:10.1371/journal.pone.0092254.g002
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Figure 3. SNAIL proteins promote MCF10A commitment to EMT. MCF10A cells were infected with constructs encoding SNAIL proteins as
indicated at the top and characterized. (A) Representative photomicrographs of cells obtained by phase contrast microscopy. (B) Analysis of epithelial
(E-caherin, b-catenin) and mesenchymal (fibronectin, vimentin) markers by immunofluorescence. (C) Analysis by flow cytometry of CD44 and CD24.
(D) Invasion assay. Percentages of invasive cells are indicated. (E) Upper panels: analysis of ectopic SNAI expression by qRT-PCR. Transcript levels are
expressed with respect to transcripts of the HPRT1 housekeeping gene. Lower panels: western blot analysis of SNAIL proteins. Proteins of interest are
EMT-Promoting Properties of Snail Family Members
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indicated with stars. (F) Analysis of epithelial and mesenchymal markers by western blotting.
doi:10.1371/journal.pone.0092254.g003
Figure 4. SNAIL proteins confer a survival advantage to HMEC-hTERT cells under low-adherence conditions. (A) Upper panels: HMEC-
derived cell lines were cultured in ultra-low attachment dishes for different periods of time as indicated on the right. The cells were then stained with
annexin V-FITC and propidium iodide and analyzed by flow cytometry. (B) Percentages of apoptotic cells (including Annexin V+/PI2 and Annexin V+/
PI+ cells) are indicated as means 6SD of triplicate experiments. (C) Analysis of the cleaved caspase-3 fragment by western blotting. (D) Examination
by western blotting of the status of the ERK and AKT pathways. P-ERK and P-AKT stand for phospho-T202, Y204 ERK1/2 and phospho-S473 AKT
respectively. (E) Expression analysis of ZEB1 and ZEB2 in HMEC-hTERT cells ectopically expressing either SNAI1, SNAI2 or SNAI3. Levels expressed
relatively to the housekeeping HPRT1 gene transcripts were normalized with respect to HMEC-hTERT cells 6SD of triplicates.
doi:10.1371/journal.pone.0092254.g004
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analysis of epithelial and mesenchymal markers by western
blotting (Figure 6C).
Discussion
A growing body of evidence supports the view that EMT-
inducing transcription factors play a dual role during tumor
progression, promoting malignant conversion on the one hand and
the metastatic cascade in the other [2]. While the pro-metastatic
properties of SNAIL proteins are well documented, their potential
contribution to tumor initiation has never been investigated. To
address this issue, we have estimated the oncogenic potential of
SNAIL proteins in immortalized human mammary epithelial cells.
We have included in our analysis SNAIL3, whose gene shows
aberrant expression in human primary breast tumors (Figure 1).
Obviously, the lower level of SNAI3 transcript observed in breast
cancer cell lines than in tumors suggests that part of the signal
observed in patient samples is attributable to the stromal
compartment. We have unfortunately failed to address this
hypothesis, as the commercially available anti-SNAIL3 antibody
is not specific enough. It is worth noting that the SNAIL1 protein
has been detected in both the epithelial and stromal compartments
of breast ductal carcinomas [39]. By infecting non-transformed
mammary epithelial cells with SNAI retroviral expression con-
structs, we have highlighted a direct correlation between the ability
of a protein to cause the cells to commit to EMT and its ability to
promote cell survival and proliferation in the absence of adhesion,
a feature of cancer cells [50]. SNAIL3 appears much less active
than SNAIL1 and SNAIL2 in HMEC-hTERT cells (Figure 2).
Reproducing experiments with C-terminal tagged versions of
SNAIL1 and SNAIL3 confirmed that the differential activity of
the two proteins relied on neither dissimilar protein stability nor on
Figure 5. SNAIL proteins confer a survival advantage to MCF10A cells under low-adherence conditions. (A) MCF10A cells infected with
SNAIL-protein-encoding constructs, as indicated at the top, were cultured in ultra-low attachment dishes for different periods of time as indicated on
the right. Cells were then stained with annexin V-FITC and propidium iodide and analyzed by flow cytometry. The results shown are representative of
three independent experiments. (B) Histogram showing percentages of apoptotic cells (including annexin V+/PI2 and annexin V+/PI+ cells) means
with SD of triplicate experiments. (C) Analysis of cleaved caspase-3 fragment by western blotting.
doi:10.1371/journal.pone.0092254.g005
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inappropriate subcellular localization (Figure S2). At this stage,
however, we cannot exclude the possibility that essential signals for
SNAIL3 activity (post-translational modifications) might be absent
in HMECs. As SNAIL3-MCF10A cells did commit to transdiffer-
entiation, albeit incompletely (Figure 3), these requested activation
steps may occur in that cellular context. Alternatively and more
likely, EMT induction does not constitute the primary function of
SNAIL3. In support of this conclusion, SNAIL3 is undetectable at
EMT sites during embryonic development [27]. Nonetheless,
SNAIL3 may take part in complex interactomes generated by
EMT-inducers and signaling pathways [42,44] and thereby
contributes to some extent to EMT induction, as observed in
MCF10A.
EMT-induction associates with a gain of some malignant
properties. In line with previous reports, commitment into the
transdifferentiation program affords cells a resistance to anoikis
[45–47]. We herein demonstrate that SNAIL proteins, strictly
correlating with their ability to promote EMT, additionally afford
cells a proliferation advantage in low-adherent conditions. Based
on their differential efficiency in promoting the malignant
transformation of MCF10A and HMEC-hTERT, we next
explored a potential cooperation with c-MYC and actually found
that SNAIL proteins cooperate with the mitogenic oncoprotein in
promoting colony formation in a soft-agar assay. This observation
provides a rationale to the recent detection of the SNAIL1 protein
in in situ ductal carcinoma, at a stage where tumors do not spread
and further strengthens our recent demonstration of a role of




The cDNAs encoding human wild-type SNAIL1 (GenBank
NM_005985), SNAIL2 (GenBank NM_003068), and SNAIL3
(GenBank NM_178310) were generated by PCR and subcloned
into the pBabe-Puro (Addgene) or pPRIP-Puro retroviral vector
[51]. HA-tag was inserted in the C-terminus of SNAIL1 or
SNAIL3 by PCR-mutagenesis. The c-MYC pBabe retroviral
construct was generously provided by Martin Eilers (Wu¨rzburg
University, Germany).
Cell culture
Primary HMECs were provided by Lonza and immortalized by
expression of the gene encoding the catalytic subunit of the
telomerase hTERT. Derivatives were cultured in 1:1 Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM)/HAMF12 Glutamax medi-
um (Invitrogen) supplemented with 10% FBS (Invitrogen), 0.5%
penicillin-streptomycin (Invitrogen), 0.5% gentamycin (Invitro-
gen), 10 ng/ml human epidermal growth factor (EGF) (Promo-
Cell), 0.5 mg/ml hydrocortisone (Sigma), and 10 mg/ml insulin
(Actrapid). MCF10A cells were provided by the ATCC and
cultured as described in [52]. Human cancer cell lines were
provided by the ATCC and cultured according to the supplier’s
recommendations. Anoikis-resistance assays were performed by
seeding 26105 cells into 6-well Ultra-Low Adherence dishes
(Corning) for 1 or 3 days. The cells were then collected by
centrifugation. Aggregates were dissociated by incubating the cells
for 10 min with TrypLE Express at 37uC and the cells were used
for further analysis.
Retroviral infection
Retroviral particles were generated by PEI transfection of the
amphotrophic GP293 or the ecotrophic PlatE packaging cell line
with the retroviral vector pBabe or pPRIP into according to the
manufacturer’s recommendations (Euromedex). Viral stocks were
harvested two days post-transfection, filtered (pore size: 0.45 mm),
diluted 1:2 and placed in contact with cells for 10–12 h in the
presence of 8 mg/ml polybrene. Sequential infections were spaced
by a 48 h period of time. Selection was initiated 24 h post-
infection (or post-second infection) with 0.5 mg/ml puromycin or
100 mg/ml neomycin and continued for 7 days.
Figure 6. SNAIL proteins are sufficient to promote mammary
epithelial cell transformation. (A) HMECs were transfected with the
SNAIL-protein-encoding construct as indicated at the top and their
transformation potential was assessed in a soft-agar colony assay.
Numbers of colonies are means of triplicate counts. (B) MCF10A cells
were similarly transfected with SNAIL-encoding constructs and their
transformation potential assessed in a soft-agar colony assay. Numbers
of colonies are means of triplicate counts. (C) HMECs were sequentially
transfected with the SNAIL and c-MYC protein-encoding construct as
indicated at the top and their transformation potential was assessed in
a soft-agar colony assay (upper panels). Numbers of colonies are means
of triplicate counts. The analysis of epithelial and mesenchymal markers
by western-blotting demonstrated that the exacerbated growth of
colonies did not correlate with a further commitment into EMT (lower
panels).
doi:10.1371/journal.pone.0092254.g006
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Immunoblot analysis
Cells were washed twice with a PBS- 0.5% EGTA solution and
lysed in RIPA buffer (150 mM NaCl, 1% NP40, 100 mM Tris
pH 7.5, 0.1% SDS, 0.5% DOC, 1 mM EGTA) supplemented
with complete protease (Roche) and phosphatase inhibitors
(Sigma). After clarification by centrifugation at 14 000 rpm for
20 min at 4uC, cell extracts were subjected to SDS-PAGE.
Proteins were revealed with mouse monoclonal anti-E-cadherin
(clone 36, Becton Dickinson), anti-b-catenin (clone 14, Becton
Dickinson), anti-fibronectin (clone 10, Becton Dickinson), anti-
vimentin (clone V9, Dako), anti-N-cadherin (Becton Dickinson),
anti-phospho-ERK1/2 (9106S, Cell Signaling), anti-GAPDH
(6C5, Biodesign), rabbit monoclonal anti-active caspase 3
(ab32042, Abcam), or rabbit polyclonal anti-SNAIL1 (ab17732,
Abcam), anti-SNAIL2 (G-18/SC-10436, Tebu-bio), anti-SNAIL3
(HPA016757, Sigma), anti-ERK1/2 (#9102, Cell Signaling), anti-
AKT (8272, Cell Signaling), anti-phospho-AKT (Ser473) (#4058,
Cell Signaling), anti-c-MYC A14 (sc-789, Santa Cruz Biotechnol-
ogy), anti-HA Y11 (Santa-Cruz) and horseradish-peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Dako). Antigen-antibody com-
plexes were revealed with a reagent for western blotting (Santa
Cruz).
Analysis of SNAI3 expression in human samples and
cancer cells
Primary tumor samples were obtained though the Biological
Resource Center of the Centre Le´on Be´rard with the agreement of
the reviewal board of the Centre Le´on Be´rard. Samples were used
with the patient’s written informed consent. The present study was
approved by the reviewal board of the Centre Le´on Be´rard.
RNA was extracted from tumors and cell lines (Figures 1 and
S1) with the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and its quality checked
with the Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologie).
cDNAs were produced from 100 ng RNA with the High Capacity
RNA-to-cDNA kit (Foster City, USA). Amplification was per-
formed on a TaqMan Low Density Array (TLDA) with the
Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem). ACTB,
HPRT1, and ARNT were used as internal controls. List of assays
ID: SNAI1 Hs00195591_m1; SNAI2 Hs00161904_m1, SNAI3
Hs01018996_m1, ACTB Hs99999903_m1, HPRT1 Hs01003267_
m1, ARNT Hs00234048_m1.
Gene expression analysis in established human cell lines
Total RNA (Figures 2, 3 and 4) was extracted with the RNeasy
minikit (74106, Quiagen) according to the manufacturer’s
recommendations. Reverse transcription was performed from
1 mg total RNA with the Dynamo cDNA synthesis kit (F-470L,
Thermo Scientific). The reverse transcription product was diluted
1:10 and used as cDNA template for qPCR analysis. SYBR green
quantitative PCR was carried out in a CFX96 Real-time PCR
detection system (Biorad). PCR mixtures contained SsoAdvanced
SYBR Green supermix (1725264, Biorad) and 200 nM primers.
The HPRT1 housekeeping gene was used for normalization. Real-
time PCR intron-spanning primers were designed with the
Primer3 software. The following combinations of primers were
used: SNAI1 59-GCTGCAGGACTCTAATCCAGA-39 and 59-
ATCTCCGGAGGTGGGATG-39, SNAI2 59-TGGTTGCTT-
CAAGGACACAT-39 and 59-GTTGCAGTGAGGGCAAGAA-
39; SNAI3 59-CCACAGGGTCCCCAACTAC-39 and 59-GAG-
CAGGCACCATTGATTTC-39; ZEB1 59-AACTGCTGGGAG-
GATGACAC-39 and 59-TCCTGCTTCATCTGCCTGA-39,





Microarray processing and data analysis were performed at the
ProfileXpert core facility (Lyon, France). Gene expression profiles
were analyzed with a whole human genome microarray contain-
ing 47231 probes (HumanHT-12 v4 Expression BeadChip;
Illumina Inc., USA). Total RNA (500 ng) was amplified and
biotin-labeled with the Illumina TotalPrepTM RNA Amplification
Kit (Ambion Inc., USA). Hybridization was performed with
750 ng biotin-labeled cRNA on each BeadChip. The standard
Illumina scanning protocol was used to scan the arrays with the
iScan (Illumina Inc., USA). Data were normalized by quantile
normalization with Genome Studio Software 2010 (Illumina Inc.,
USA). The complete set of raw and normalized files is available at
the GEO database under accession number GSE40690. Data
were analyzed with tools in Partek Genomic Suite 6.6 software
(Partek Inc., St. Louis, MO). One-way ANOVA was performed to
compare the different groups with controls. Gene lists were filtered
with a fold-change cutoff of 1.5 and p,0.1. We used the Venn
diagram to visualize relationships between the created gene lists.
Antigenic profile analysis
Cells detached with TrypLE-Express (12605-010, Invitrogen)
were counted and then incubated in blocking solution (PBS
containing 0.5% BSA (Sigma)) at 4uC for 30 min. Cell distribu-
tions were determined with FITC-CD44 G44-26 (BD Pharmin-
gen), and PE-CD24 ML5 (BD Pharmingen) monoclonal antibod-
ies and the FACScan Calibur (Becton Dickinson) and analyzed
with the FlowJo software.
Annexin/PI analysis
Cells collected by centrifugation were counted and then
incubated with annexin V-FITC in binding buffer 1X (10 mM
Hepes/NaOH pH 7, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2) for 10 min
in the dark according to the manufacturer’s protocol (Abcyss).
DNA staining was then performed with propidium iodide (0.6 mg/
ml) for 10 min. For each condition, 104 events were recorded by
FACS (FACScan Calibur, Beckman Dickinson) and results were
analyzed with the FlowJo software.
Immunofluorescence
104 cells were seeded onto an 8-well Lab-TekII chamber slide,
fixed in 3.7% formaldehyde solution (Sigma), and permeabilized
in 0.1% Triton 100X (Sigma), PBS buffer at room temperature for
10 min. The cells were then washed 3 times with PBS and
incubated for 1 h with 10% horse serum in PBS blocking solution.
The cells were incubated overnight at 4uC with murine
monoclonal anti-E-cadherin clone 36, (Becton Dickinson), anti-
b-catenin clone 14 (Becton Dickinson), anti-fibronectin clone 10
(Becton Dickinson), anti-vimentin clone V9 (Dako), or with a
polyclonal rabbit anti-HA Y11 (Santa-Cruz) primary antibody,
washed in PBS, and then incubated for 1 h at room temperature
with a goat anti-mouse Alexa Fluor 533 secondary antibody
(A21422, Invitrogen) or with a mouse anti-rabbit Alexa Fluor 555
secondary antidody (A21428, Invitrogen). After extensive washes
in PBS, the nuclei were stained with 5 mg/ml Hoechst for 10 min
and mounted with Fluoromount-G (SouthernBiotech). All
matched samples were photographed with an immunofluorescence
microscope (Leica) and identical exposure times.
EMT-Promoting Properties of Snail Family Members
PLOS ONE | www.plosone.org 9 March 2014 | Volume 9 | Issue 3 | e92254
Invasion assay
Invasion assay consisted in culturing 56103 cells/well in 2%
Matrigel (BD Biosciences) on top of a 100% matrigel layer. Cells
were photographed 5 days after seeding. Percentages of invasive
cells were defined from more than 400 cell structures. Experiments
were performed in duplicate.
Soft-agar colony assay
To measure anchorage-independent growth, cells were de-
tached with TrypLE-Express and resuspended in growth medium.
6-well plates were prepared with a coating of 0.75% low-melting
temperature agarose (50100, Lonza) in complete growth medium
and then overlaid with a suspension of cells in 0.45% low-melting
agarose (56104 cells/well). Plates were incubated for 2–3 weeks at
37uC in a humid CO2 incubator and colonies were counted under
the microscope. Experiments were performed in triplicate.
Reporter assay
HMEC cells were transfected with 1.2 mg of SNAIL, 0.3 and
0.5 mg of firefly and renilla luciferase reporter constructs using
GeneJuice as a transfection reagent (Merck Millipore). 48 h post-
transfection, cells were lysed and luciferase activity was measured
using the Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega). To
assess CDH1 promoter activity, we used luciferase reporter vectors
containing either a wild-type CDH1 promoter fragment (2178,
+92 bp) (CDH1 wt), or the same fragment with mutated E-boxes
(CDH1 mut) [19]. Experiments were performed twice.
Supporting Information
Figure S1 Determination by RT-qPCR of SNAI1, SNAI2
and SNAI3 transcript levels in human mammary cancer
cell lines. Levels expressed relatively to housekeeping gene
transcripts were normalized with respect to HMEC-hTERT cells.
(PDF)
Figure S2 Inefficiency of SNAIL3 in triggering EMT
does not rely on protein instability or aberrant subcel-
lular localization. HMEC cells were infected with constructs
encoding C-terminal tagged SNAIL1 or SNAIL3 proteins. (A)
Representative photomicrographs of cells obtained by phase
contrast microscopy. Note that only SNAI1 expressing cells
underwent an EMT. (B and C) Analysis of SNAIL proteins
(anti-HA antibody) and E-cadherin by immunofluorescence. (D)
Analysis of epithelial and mesenchymal markers, and of SNAIL
proteins by western-blotting. Please note the higher level of
SNAIL3 protein. (E) Comparison of the ability of SNAIL1 and
SNAIL3 transcription factors to down-modulate the transcription-
al activity of a CDH1-reporter construct (CDH1 wt). A reporter
harboring mutations in E-boxes was used as a control (CDH1mut).
Activities normalized with respect to basal reporter activity are
indicated 6SD of triplicates.
(PDF)
Table S1 Expression of EMT-associated genes in
SNAIL-HMEC and SNAIL-MCF10A cells. Expression profil-
ing of genes regulated during EMT transdifferentiation in HMEC-
hTERT and MCF10A cells infected with SNAIL1-, SNAIL2-, or
SNAIL3- encoding retroviral vectors. Firstly, transcripts of genes
reported as downregulated during EMT [42]. Genes downregu-
lated with a fold change (FC) between 1.5 and 3 are labeled in light
green; those downregulated with FC.3 are labeled in dark green.
Secondly, transcripts of genes reported as induced during EMT
[42]. Genes upregulated with 1.5,FC,3 are labeled in orange;
genes upregulated with FC.3 are labeled in red.
(PDF)
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II. Correspondances en Onco-théranostic. 
La transition épithélio-mésenchymateuse : de la plasticité à la 
chimiorésistance 
 
La transition épithélio-mésenchymateuse est un mécanisme de transdifférenciation transitoire et 
réversible permettant de convertir des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses. La 
réactivation aberrante de ce programme embryonnaire favorise l’initiation tumorale et promeut la 
dissémination métastatique. La présence de marqueurs de l’EMT chez le patient est un indicateur 
de mauvais pronostic. De plus, de récentes données établissent une forte corrélation entre la 
plasticité octroyée par l’EMT et l’acquisition de propriétés de chimiorésistance. En effet, 
l’activation des voies de signalisation impliquées dans l’EMT ou l’induction aberrante de facteurs 
de transcription embryonnaires situés en aval octroient aux cellules une chimiorésistance accrue. 
Inversement, leur inhibition permet une restauration de la sensibilité envers différentes drogues. 
Même si ces études établissent une corrélation forte entre la l’EMT et la résistance aux 
médicaments, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents reste 
nécessaire. 
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 » La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un mécanisme 
de transdifférenciation transitoire et réversible permettant de 
convertir des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses. 
La réactivation aberrante de ce programme embryonnaire favorise 
l’initiation tumorale et promeut la dissémination métastatique. 
La présence de marqueurs de la TEM chez le patient est un indicateur 
de mauvais pronostic. De plus, de récentes données établissent une 
forte corrélation entre la plasticité octroyée par la TEM et l’acquisition 
de propriétés de chimiorésistance. En eﬀet, l’activation des voies de 
signalisation impliquées dans la TEM ou l’induction aberrante de 
facteurs de transcription embryonnaires situés en aval octroient aux 
cellules une chimiorésistance accrue. Inversement, leur inhibition 
permet une restauration de la sensibilité envers diﬀérentes drogues. 
Même si ces études établissent une corrélation forte entre la TEM 
et la résistance aux médicaments, une meilleure compréhension 
des mécanismes moléculaires sous-jacents reste nécessaire.
 » Dans cette revue, nous décrivons comment la TEM contribue à 
l’acquisition de ces mécanismes de résistance et discutons diverses 
stratégies susceptibles de surmonter ces eﬀets.
Mots-clés : TEM − Plasticité − Adaptabilité − Chimiorésistance − 
Stratégies thérapeutiques.
Epithelio-mesenchymal transition (EMT) is a transient and 
reversible transdiﬀerentiation process turning epithelial cells 
into mesenchymal ones. The hijack of this embryonic program 
facilitates tumor initiation as well as the metastatic spread of 
cancer cells. Detection of EMT-associated markers is often an 
indicator of poor prognosis and emerging evidence suggests a 
strong association between the EMT-associated plasticity and 
chemoresistance. Actually, activation of pathways involved 
in EMT signaling or aberrant induction of downstream 
embryonic transcription factors have been shown to aﬀord 
cells chemoresistance. Conversely their depletion turned out to 
increase drug sensitivity. Even though these studies establish 
a strong correlation between EMT and drug resistance, a clear 
understanding of the underlying molecular mechanisms is 
still needed.
In this review, we describe how EMT may be involved in these 
resistance mechanisms and discuss potential strategies to 
overcome these eﬀects.
Keywords: EMT − Plasticity − Adaptability − Chemoresistance − 
Therapeutic strategies.
C  omme largement discuté dans les autres articles de ce dossier thématique, la transition épi-thélio-mésenchymateuse (TEM) constitue un 
mécanisme de conversion cellulaire indispensable à la 
morphogenèse et l’organogenèse au cours du dévelop-
pement embryonnaire (1).  La comparaison des méca-
nismes de régulation de la TEM (ou plutôt des TEM) 
physiologique ou pathologique montre que l’activation 
aberrante de ce processus est davantage le résultat de 
la dérégulation des voies de signalisation que l’émer-
gence de voies nouvellement induites. La réactivation 
aberrante de ce programme embryonnaire au cours 
de la tumorigenèse a été très largement associée à la 
dissémination métastatique et, plus récemment, à la 
transformation néoplasique (cf. article de A. Puisieux et 
J. Caramel, p. 126). Les étapes de la dissémination métas-
tatique impliquant la TEM sont multiples et concernent 
l’invasion des tissus adjacents, l’intravasation, la sur-
vie dans les ﬂux et l’extravasation (1). Seule l’étape de 
colonisation semble davantage requérir le retour à un 
phénotype épithélial (2, 3). Le potentiel métastatique 
d’une cellule cancéreuse dépend donc vraisemblable-
ment de sa plasticité et de sa capacité à transiter d’un 
phénotype à l’autre. Il nécessite par ailleurs que les 
cellules disséminées soient capables de se protéger de 
multiples stress. En eﬀet, la perte de contacts intercellu-
laires et d’adhésion à la matrice extracellulaire conduit 
normalement à l’élimination des cellules par apoptose 
ou anoïkie (4). Le maintien des cellules tumorales dans 
ces conditions hostiles requiert donc la modulation de 
diﬀérentes voies de survie ainsi qu’une adaptation de 
leur métabolisme aﬁn de supporter l’ensemble des 
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stress associés au processus tumoral (5). Par ailleurs, ces 
cellules sont capables de neutraliser, voire de détourner, 
le système immunitaire aﬁn de soutenir la croissance 
tumorale. Ces changements phénotypiques et fonction-
nels sont vraisemblablement la résultante de profondes 
modiﬁcations épigénétiques, impliquant notamment 
une évolution des proﬁls de méthylation et d’acétylation 
ou encore d’expression de micro-ARN, conduisant au 
remaniement complet des proﬁls d’expression génique.
 Prises dans leur ensemble, ces données démontrent  une 
importante capacité des cellules en TEM à s’aﬀranchir 
des mécanismes de sauvegarde, à moduler leur proﬁl 
d’expression génique, rendant compte de leur adaptabi-
lité, ce qui en fait des cellules multirésistantes capables 
d’échapper à de nombreuses thérapies.
TEM et chimiorésistance
 Ces dernières années, de gros eﬀorts ont été faits aﬁn 
de comprendre les mécanismes de chimiorésistance. 
Une des approches utilisées a été d’établir des proﬁls 
d’expression génique à partir d’un pool de lignées tumo-
rales issues de divers tissus. Ces proﬁls étaient corrélés 
à la sensibilité aux drogues couramment utilisées pour 
traiter les tumeurs associées à ces lignées. L’analyse de 
proﬁls provenant de cancers du sein ou de l’ovaire, par 
exemple, a ainsi permis de corréler la chimiorésistance 
des tumeurs à une signature génique contenant de 
nombreux marqueurs de la TEM (6). À partir de là, il 
était légitime d’envisager la TEM comme un mécanisme 
moléculaire et cellulaire favorisant l’acquisition d’un 
phénotype de résistance, d’autant plus que, aux niveaux 
physiologique et pathologique, il a été démontré que 
différents facteurs de transcription embryonnaires 
induisant une TEM (FT-TEM) sont capables de neutra-
liser les systèmes de sauvegarde cellulaire (cf. article de 
A. Puisieux et J. Caramel, p. 126). Ils apparaissent comme 
des régulateurs majeurs des voies oncosuppressives 
dépendantes des protéines p53 et Rb, et ont un eﬀet 
tant sur leur activation et leur stabilisation que sur leur 
activité transcriptionnelle. Il a également été démontré 
qu’ils étaient capables d’activer des voies de survie (AKT 
et NF-κB) et de moduler l’expression ou l’activité des 
membres de la famille Bcl-2 en faveur des protéines 
antiapoptotiques (7). En cela, les FT-TEM sont impli-
qués dans la résistance à diverses classes de molécules 
génotoxiques telles que les anthracyclines, les poisons 
du fuseau mitotique ou encore les dérivés du platine.
Au-delà de ces molécules classiques, de nouvelles 
classes de médicaments, telles que les inhibiteurs de 
tyrosine kinases, ciblant spéciﬁquement certaines voies 
moléculaires impliquées dans la progression tumo-
rale, ont été développées. Cependant, très rapidement, 
plusieurs travaux ont mis en exergue l’apparition de 
résistances imputables à la TEM (8). Dès lors, l’expres-
sion des FT-TEM et l’engagement des cellules dans un 
programme de TEM ont été recherchés dans divers 
cas de chimiorésistance. Ainsi, loin d’être marginale, la 
TEM semble impliquée dans la résistance à une grande 
majorité des molécules classiquement utilisées en thé-
rapie. Ces phénomènes de résistance ne se limitent pas 
à un tissu donné mais sont retrouvés dans des organes 
et tissus variés tels que le sein, la prostate, le rein, le 
poumon ou encore l’ensemble du tractus digestif.
Parallèlement aux études traitant de la perte de sen-
sibilité aux drogues en lien avec la TEM, des travaux 
attestent également de l’induction de ce programme 
embryonnaire lors de l’exposition chronique de lignées 
de carcinomes colorectaux, notamment à de faibles 
doses de molécules thérapeutiques, telles que l’oxali-
platine (9). Les doses auxquelles apparaissent les mar-
queurs de TEM sont très proches des concentrations 
thérapeutiques, soulignant l’intérêt potentiel que pour-
raient représenter ces marqueurs en tant qu’éléments 
diagnostiques de résistance et de récurrence.
Un nouveau champ d’investigation s’est récemment 
ouvert avec l’implication des micro-ARN dans la 
régulation de la TEM (miR-200, miR-448, miR-Let7c) 
et de l’oncogenèse de manière générale. Diﬀérents 
études menées sur des lignées tumorales mais aussi 
des échantillons tumoraux de patients ont montré 
une perte d’expression de ces divers micro-ARN après 
traitement par des molécules telles que les taxanes, 
le 5-FU et le cyclophosphamide (10, 11). En cela, ces 
résultats démontrent non seulement l’implication des 
micro-ARN dans l’induction d’une TEM mais également 
leur implication dans une probable baisse, voire une 
perte, de sensibilité des tumeurs à plusieurs molécules 
thérapeutiques.
 Pris dans leur ensemble, ces travaux établissent  une 
forte corrélation entre l’induction d’une TEM et l’échap-
pement thérapeutique. Cependant, la compréhension 
des mécanismes moléculaires fait défaut dans la majo-
rité des cas. Interviennent certainement l’inhibition des 
systèmes de sauvegarde et l’activation de signaux de 
survie, comme nous avons pu le voir précédemment. 
La présence de résistances croisées semble cependant 
suggérer que l’échappement thérapeutique ne résulte 
pas simplement de l’activation d’une voie de signalisa-
tion donnée. Sans répondre à toutes les interrogations, 
l’induction de mécanismes d’élution des molécules thé-
rapeutiques pourrait expliquer en grande partie cette 
universalité en termes de résistance. En eﬀet, les cellules 
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humaines possèdent des protéines transmembranaires 
capables d’éluer diﬀérents substrats endogènes (pro-
téines, ions, toxines, etc.) du cytoplasme vers le milieu 
extracellulaire. Au-delà de leur rôle primordial dans la 
physiologie humaine, bon nombre de ces transporteurs 
(de la famille ABC, PgP) se trouvent être surexprimés par 
les cellules tumorales et sont corrélés à une plus grande 
probabilité d’échec du traitement (12). De plus, l’expres-
sion de ces transporteurs est augmentée en réponse 
au traitement, suggérant un mécanisme hautement 
adaptatif (13). C’est donc logiquement que plusieurs 
laboratoires se sont tournés vers l’étude d’une possible 
induction de l’expression de ces transporteurs au cours 
de la TEM. Leurs résultats démontrent que  l’induction 
d’une TEM conduit à un gain d’expression de divers 
transporteurs de la famille ABC (14). L’inhibition de ces 
facteurs, au niveau endogène, par interférence ARN 
dans des lignées tumorales mésenchymateuses, conduit 
non seulement à une réversion de la TEM mais aussi à 
une baisse signiﬁcative de l’expression des pompes à 
eﬄux, s’accompagnant d’un gain important en termes 
de chimiosensibilité.
Au-delà des pompes à efflux, il existe de nombreux 
mécanismes pouvant réguler la biodisponibilité d’un 
médicament. La modification d’un certain nombre 
de processus métaboliques par les cellules tumo-
rales peut conduire à l’altération des effets théra-
peutiques d’un traitement. Le remodelage du pool 
enzymatique peut ainsi conduire à une altération 
de l’activation des prodrogues. C’est notamment le 
cas de l’irinotécan. Le clivage de cette prodrogue 
de la camptothécine est nécessaire à la libération 
de la molécule active, SN-38. L’activité antitumorale 
de la molécule est donc dépendante de l’activité de 
l’enzyme impliquée dans le clivage du précurseur, la 
carboxylestérase. Plusieurs travaux attestent d’une 
diminution de la conversion de l’irinotécan en SN-38 
dans diverses lignées tumorales en lien avec une 
altération de l’expression/activité de la carboxyles-
térase (15). La protéine p53 possédant des éléments 
de réponse fonctionnels dans le gène codant pour 
la carboxylestérase, on peut penser que l’inactiva-
tion de cette voie par les facteurs de transcription 
embryonnaires provoque une altération de l’activité 
de l’enzyme ayant pour effet un déficit de conversion 
de l’irinotécan en SN-38 (16).
 Le métabolisme des cellules tumorales entraîne éga-
lement un changement concernant la production 
lipidique, notamment celle des céramides. Ces sphin-
golipides sont impliqués dans la médiation d’un large 
éventail de réponses biologiques, telles que la prolifé-
ration, la diﬀérenciation, la réponse immune, la sénes-
cence ainsi que l’apoptose en réponse à divers stimuli 
extracellulaires (17). L’altération des voies de signalisa-
tion dépendantes des céramides ainsi que la diminu-
tion de leur synthèse provoquent des phénomènes de 
chimiorésistance (18). Parallèlement, l’induction d’une 
TEM a été montrée comme induisant une baisse signi-
ﬁcative de la production des céramides (19). En cela, 
 la TEM, par le biais de remaniements métaboliques 
profonds, conduit à une inhibition de la réponse thé-
rapeutique de diﬀérentes molécules issues de diverses 
classes thérapeutiques.
Les modiﬁcations métaboliques sont également à 
l’origine d’évolutions profondes en termes d’interac-
tion de la cellule avec son microenvironnement. La 
TEM est en eﬀet capable d’altérer l’expression mais 
aussi l’activité des récepteurs aux estrogènes, inhi-
bant ainsi la survie et la prolifération cellulaires sou-
tenues par les stéroïdes sexuels. En cela, les FT-TEM 
et l’induction d’une TEM induisent une résistance aux 
molécules couramment utilisées dans les protocoles 
d’hormonothérapie (20). Globalement, toutes ces 
études démontrent que l’engagement des cellules 
Figure 1. Propriétés conduisant au phénomène de chimiorésistance.
 L’engagement des cellules en TEM est clairement associé à une augmentation de la prévalence 
des résistances aux traitements classiques en oncologie. Les mécanismes y conduisant sont 
généralement multifactoriels et résultent de l’activité intrinsèque des facteurs de transcription 
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Figure 2. Schéma récapitulatif des stratégies visant le processus de TEM.
A. Cibler les voies de signalisation de la TEM et les inducteurs associés. L’inhibition des voies de signalisation conduisant à l’activation des inducteurs de TEM ou l’inactivation 
de ces derniers pourrait empêcher l’engagement des cellules dans le processus de TEM et/ou réactiver les systèmes de sauvegarde cellulaires.  
B. Inhiber la reprogrammation génétique. L’utilisation d’anti-histones désacétylases (anti-HDAC) pourrait inhiber le remodelage de la chromatine nécessaire à la repro-
grammation des cellules.
C. Éliminer spéciﬁquement les cellules en TEM. L’identiﬁcation de récepteurs et d’antigènes, exprimés à la surface des cellules mésenchymateuses de façon spéciﬁque, four-
nirait des outils indispensables à la conception de vecteurs (liposomes, nanoparticules) capables d’acheminer des molécules thérapeutiques (par exemple, la salinomycine) 
pouvant éradiquer les cellules en TEM.
D. Favoriser la diﬀérenciation. L’administration d’agents diﬀérenciants (par exemple, l’acide rétinoïque) pourrait forcer les cellules à s’engager dans un mécanisme 
 de  diﬀérenciation et ainsi limiter leur plasticité et, en conséquence, leur adaptabilité. 
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dans le phénomène de TEM est clairement associé à 
une augmentation de la prévalence des résistances 
aux traitements classiques en oncologie. Les méca-
nismes y conduisant sont multiples, interconnectés, 
et, pour un seul médicament, la résistance est souvent 
multifactorielle (ﬁgure 1). De plus, ces mécanismes 
touchent une proportion élevée de molécules issues 
de diverses classes thérapeutiques, faisant de la TEM 
et de ses inducteurs une cause de chimiorésistance 
globale à part entière. Cependant, les études menées 
sont encore trop souvent descriptives et n’établissent 
pas de mécanistique clairement déﬁnie. De plus, il 
reste diﬃcile de diﬀérencier les résistances liées aux 
propriétés intrinsèques des facteurs de transcription 
embryonnaires de ceux qui sont davantage dus à 
l’engagement des cellules dans le programme de TEM. 
Des pistes quant à l’élaboration de stratégies visant 
la TEM et ses inducteurs sont malgré tout d’ores et 
déjà à l’étude.
Stratégies ciblant la TEM
Au vu des précédentes observations, il semble pertinent 
de concevoir et d’évaluer des stratégies thérapeutiques 
ciblant la TEM par diﬀérentes approches, tant pour inhi-
ber son potentiel transformant que pour limiter ses 
répercussions en termes de chimiorésistance.
Un des premiers axes de recherche a été de se focaliser 
sur le ciblage des voies de signalisation régulant la TEM 
(ﬁgure 2A). Ces voies sont très fortement interconnec-
tées, ce qui peut présenter à la fois de nombreux avan-
tages et tout autant d’inconvénients. Cette connectivité 
pourrait fournir de manière idéale une cible commune 
permettant d’enrayer, ou tout au moins de perturber, 
toute la cascade de régulation de la TEM. Cependant, 
l’abondance des intercommunications entre ces voies 
représente un processus d’échappement idéal. De plus, 
ces voies sont fréquemment mutées dans divers cas 
de cancers ; le masquage du site visé ou un taux d’ex-
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Figure 3. Comparaison des stratégies thérapeutiques standard et combinée.
A. L’administration d’un traitement anticancéreux classique aboutit à la régression tumorale en induisant la mort des cellules par 
apoptose ou leur entrée en sénescence. La pression de sélection subie par ces cellules peut dans certains cas aboutir à l’induction 
d’une EMT, permettant aux cellules d’échapper au traitement, ce qui engendre les problèmes de récidive.
B. Combiner une thérapie classique à une molécule ciblant l’EMT devrait théoriquement permettre d’éviter l’émergence d’une 
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pression aberrant de la cible peut, en conséquence, 
considérablement réduire l’eﬃcacité de la drogue. De 
nombreuses molécules visant ces voies sont déjà sur 
le marché (erlotinib, trastuzumab, rapamycine, etc.) 
et présentent déjà, pour certaines d’entre elles, des 
résistances majeures. Malgré ces observations, certains 
laboratoires tentent de cibler les voies inductrices de 
TEM via diﬀérentes approches, dont certaines sont en 
cours d’évaluation clinique (21).
Une stratégie alternative consisterait à inactiver les 
FT-TEM et, par ce biais, la TEM associée (figure 2A, 
p. 135). L’absence d’expression de ces facteurs de trans-
cription dans la majorité des tissus sains pourrait, a 
priori, limiter la toxicité de telles approches. Leur neu-
tralisation pourrait en particulier permettre de restaurer 
les mécanismes de sauvegarde que sont la sénescence 
et l’apoptose (22, 23). L’intérêt d’approches visant à 
restaurer ces mécanismes a été validé sur des modèles 
murins dans lesquels l’expression de la protéine onco-
suppressive p53 peut être régulée à souhait (24). À titre 
d’exemple, le neuroblastome pourrait représenter un 
modèle adéquat pour l’évaluation de ce type de straté-
gies ciblées, car le gène TWIST1 est spéciﬁquement et 
invariablement associé à l’ampliﬁcation du gène N-MYC 
et l’extinction de l’expression de TWIST1 in vitro induit 
la mort des cellules par apoptose (25). L’inhibition de 
l’expression du gène ZEB1 par interférence ARN permet 
également de restaurer un mécanisme de sénescence, 
de revenir à un phénotype épithélial et de réinstaurer 
une certaine sensibilité aux molécules thérapeutiques 
classiques (26). Parallèlement, la coadministration de 
paclitaxel et l’extinction du gène TWIST1 entraînent 
in vivo une diminution de la prise tumorale et de la 
dissémination métastatique (27) [ﬁgure 3]. Au-delà de 
la diﬃculté de cibler des protéines nucléaires, la redon-
dance et l’inter-régulation des facteurs de transcription 
Correspondances en Onco-Théranostic - Vol. II - n° 3 - juillet-août-septembre 2013 137
La transition épithélio-mésenchymateuse : de la plasticité à la chimiorésistance
embryonnaires sont une nouvelle fois susceptibles de 
déjouer certaines stratégies. Par ailleurs, l’inhibition 
de ces facteurs pourrait avoir, dans certains cas, l’eﬀet 
inverse de celui escompté, la réversion vers un phé-
notype épithélial favorisant la colonisation des sites 
secondaires (2, 3). 
D’autres approches visent à inhiber l’engagement 
des cellules dans le programme de TEM ou à les éradi-
quer. Le changement phénotypique est associé à une 
reprogrammation génique complète, impliquant divers 
mécanismes épigénétiques, dont des restructurations 
de la chromatine (ﬁgure 2B, p. 135). Le traitement de cel-
lules en TEM par un inhibiteur d’histones désacétylases 
permet la restauration de l’expression de l’E-cadhérine 
et de la sensibilité au geﬁtinib (8). Cette stratégie reste 
cependant à valider dans d’autres modèles expérimen-
taux. Des expériences de criblage à haut débit visant 
à identiﬁer des molécules susceptibles d’éliminer pré-
férentiellement les cellules mésenchymateuses ont 
débouché sur l’identiﬁcation de la salinomycine, validée 
depuis sur divers modèles expérimentaux (ﬁgure 2C, 
p. 135) [28-30]. Les premières analyses révèlent des 
eﬀets collatéraux sur les cellules épithéliales adjacentes 
conduisant une nouvelle fois à l’émergence de cellules 
résistantes liée à l’expression des facteurs de transcrip-
tion embryonnaires et à l’activation de la voie AKT (29). 
D’autres recherches sont actuellement en cours pour 
identiﬁer des récepteurs ou antigènes permettant un 
ciblage spéciﬁque des cellules mésenchymateuses. 
En supposant que la plasticité cellulaire conférée par 
la TEM contribue à la transformation cellulaire, on peut 
également se poser la question de l’intérêt de limiter 
cette plasticité en forçant les cellules à s’engager dans 
un mécanisme de diﬀérenciation. Cette approche est 
utilisée avec succès dans le traitement des diﬀérents 
types de leucémie, où elle permet de diﬀérencier les 
précurseurs leucocytaires aﬁn de potentialiser l’eﬀet 
des protocoles thérapeutiques classiques. En outre, le 
traitement de cellules embryonnaires mises en culture 
en présence d’acide rétinoïque diminue la proportion 
de cellules mésenchymateuses, ce qui vient étayer cette 
hypothèse (31). À la suite de ces observations, il serait 
intéressant de traiter par des agents diﬀérenciants des 
cellules tumorales ayant subi une TEM puis d’étudier 
leur potentiel de transformation (ﬁgure 2D, p. 135). 
Discussion et perspectives
L’induction aberrante de la TEM présente de multiples 
eﬀets néfastes sur la progression tumorale, qu’il s’agisse 
de l’initiation, du développement de la tumeur primaire, 
de la dissémination métastatique ou du risque de réci-
dive (1). Ses rôles clés dans la progression tumorale lui 
valent d’être de plus en plus étudiée tant au niveau de 
ses mécanismes de régulation que de ses conséquences. 
Le concept de TEM en tant que nouvelle cible thérapeu-
tique prend donc tout son sens. Néanmoins, l’impor-
tante interconnexion des voies régulant ce mécanisme 
ainsi que l’inter-régulation des FT-TEM introduisent 
de multiples possibilités d’échappement. Certaines 
des stratégies envisagées laissent cependant entre-
voir un espoir et même une forte présomption quant 
à leur faisabilité. Les progrès réalisés dans le criblage 
et la conception rationnelle de nouvelles molécules 
devraient apporter rapidement de nouvelles solutions 
ﬁables dans l’optimisation de la prise en charge et de 
la survie des patients. ■
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III. Thérapie ciblée des cancers. 
La transition épithélio-mésenchymateuse : implication dans la 
tumorigenèse. 
 
La transition épithélio-mésenchymateuse (ou EMT) est un mécanisme de conversion cellulaire 
permettant, de manière transitoire, donc par définition réversible, à des cellules épithéliales 
polarisées et jointives de s’individualiser et d’acquérir un potentiel de motilité. Ce mécanisme dit 
de transdifférenciation est essentiel à la mise en place des feuillets et des différents organes au 
cours du développement embryonnaire. La réactivation aberrante de ce programme 
embryonnaires dans des tissus adultes différenciés est susceptible de conduire à l’émergence de 
conditions pathologiques telles que la fibrose, l’initiation et la progression tumorale ou encore 
l’émergence de métastases. La comparaison des mécanismes de régulation de l’EMT 
physiologique (au stade embryonnaire) ou au niveau pathologique montre que l’activation 
aberrante de ce processus est davantage le résultat de la dérégulation des voies de signalisation 
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La transition épithélio-mésenchymateuse (ou
EMT) est un mécanisme de conversion cellulaire
permettant, de manière transitoire, donc par défi-
nition réversible, à des cellules épithéliales polari-
sées et jointives de s’individualiser et d’acquérir un
potentiel de motilité. Ce mécanisme dit de trans-
différenciation est essentiel à la mise en place des feuillets et des différents
organes au cours du développement embryonnaire. Les deux exemples les
plus communément cités sont la formation du mésoderme au cours de la
gastrulation et la délamination de la crête neurale [1].
Bien que ce chapitre n’ait pas pour objectif de détailler l’impor-
tance de l’EMT dans le développement embryonnaire, il est à noter
qu’au cours de l’embryogenèse, les cellules épithéliales s’engagent
dans plusieurs cycles successifs d’EMT et de MET (pour transition
mésenchymato-épithéliale), soulignant la facilité avec laquelle ces
cellules passent d’un état à un autre. Nous reviendrons dans le
contexte de la progression tumorale sur l’importance de cette plas-
ticité cellulaire et de ses conséquences sur l’efficacité des traitements
thérapeutiques. La capacité de ces cellules épithéliales à survivre lors
de leur migration puis à s’adapter à leur nouvel environnement pour
donner naissance à un épithélium secondaire n’est, par ailleurs, pas
sans rappeler la dissémination de cellules cancéreuses et la coloni-
sation de sites secondaires. Nous verrons ainsi que les potentiels
oncogéniques et pro-métastatiques des régulateurs clés de l’EMT sont
en fait la réminiscence de leurs fonctions embryonnaires, laissant
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■ Figure 1. Mise en parallèle des propriétés associées à l’EMT au cours de l’embryogenèse et de la tumorigenèse.
EMT : transition épithélio-mésenchymateuse ; MET : transition mésenchymato-épithéliale. ■
Fonctions embryonnaires des inducteurs
d’EMT
Pour que l’EMT permette l’évolution de structures épithéliales dans
le temps et l’espace au cours du développement embryonnaire, ce
programme nécessite que les cellules épithéliales soient capables de
répondre de manière appropriée et coordonnée à de multiples
signaux. Pour ce faire, vont intervenir différents types de récepteurs
activés par divers cytokines et facteurs de croissance [1, 2]. Les cohé-
sions intercellulaires jouent également un rôle déterminant, en par-
ticulier les jonctions serrées et l’un de leurs constituants, la E-cadhé-
rine. Sa perte d’expression est en général considérée comme l’étape
ultime du programme d’EMT. D’ailleurs, son extinction obtenue arti-
ficiellement suffit, dans certains modèles cellulaires, à promouvoir
l’EMT et à accorder aux cellules un avantage de survie au cours de
leur migration [3]. L’activation de l’ensemble de ces récepteurs
3
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conduit en aval à l’induction de multiples voies de signalisation for-
tement interconnectées. Malgré la complexité de ce réseau, il
converge invariablement vers un nombre limité de facteurs de trans-
cription (que nous appellerons EMT-TF) et la modulation de l’expres-
sion de leurs gènes cibles. Ces EMT-TF sont principalement organisés
en trois familles nommées TWIST, SNAIL et ZEB, même si réguliè-
rement de nouveaux régulateurs sont identifiés [1, 2]. L’étude de leurs
propriétés intrinsèques s’avère difficile au vu de leur capacité à
s’inter-réguler [4]. Leur contribution relative au programme d’EMT
varie. Les protéines SNAIL et ZEB sont ainsi aujourd’hui considérées
comme les réels inhibiteurs de l’activité transcriptionnelle du gène
de la E-cadhérine (CDH1) tandis que les protéines TWIST semblent
davantage associées à l’induction de marqueurs mésenchymateux.
Dans des cellules épithéliales mammaires, la protéine SNAIL1 a été
définie comme essentielle à l’induction de l’EMT en réponse à un
traitement au TGF-β, et la protéine TWIST1 requise au maintien du
phénotype mésenchymateux [5]. Nous aurons l’occasion de revenir
sur la conséquence de ces différences fonctionnelles sur l’expression
de SNAIL1 et de TWIST1 en termes de facteurs pronostiques de risque
métastatique. La régulation de l’EMT est également régie par diffé-
rentes boucles de rétrocontrôle entre micro-ARN (miRNA) et induc-
teurs d’EMT. Selon les signaux du micro-environnement reçus (stress
oxydatif, induction de la voie de signalisation du TGF-β), l’équilibre
entre ces composantes varie, les cellules évoluant en conséquence
vers un phénotype ou un autre [6-8]. Le niveau d’expression et d’acti-
vation des récepteurs et des voies de signalisation en aval, le taux
d’induction des différents gènes embryonnaires, voire le statut géné-
tique de la cellule (dans le cadre des cellules cancéreuses), définis-
sent le degré de plasticité des cellules et leur adaptabilité aux chan-
gements micro-environnementaux. Plutôt qu’un équilibre entre deux
états phénotypiques, l’EMT apparaît donc comme un ensemble
d’états cellulaires distincts, reflets de multiples niveaux de reprogram-
mation. À ce titre, la comparaison des profils géniques de cellules
mammaires engagées dans un programme d’EMT en réponse à dif-
férents stimuli, traitement au TGF-β ou expression de différents
EMT-TF, révèle une certaine hétérogénéité [4]. Si une signature
génique commune a pu être établie, chacun des profils observés n’est








2 protéines TWIST1 et
TWIST2. Leur nom provient
à l’origine de la torsion de
l’abdomen (Twist en
anglais) observée chez la
drosophile suite à la délétion
du gène ancestral twi.
SNAIL : la famille Snail
regroupe trois facteurs de
transcription SNAIL1 (ou
SNAIL), SNAIL2 (ou SLUG)
et SNAIL3 (ou SMUC). Ces
protéines se caractérisent
par un domaine de
fixation à l’ADN constitué




ZEB : la famille Zeb
regroupe deux protéines
ZEB1 et ZEB2. Ces
protéines se caractérisent
de nouveau par un
domaine de fixation à
l’ADN constitué de doigts








La définition de facteurs de transcription embryonnaires repose
principalement sur le fait que leur expression est indispensable au
développement prénatal. Leur contribution relative aux multiples
fonctions associées à l’EMT au cours du développement embryon-
naire varie d’une espèce à l’autre. Au sein même d’une famille, la
prédominance des différents membres peut également évoluer. Les
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leur survie et moduler leur
devenir, constituent les
bases de leurs activités
oncogéniques et
pro-métastatiques.
à la mise en place du mésoderme au cours de la gastrulation chez
le poulet et la souris [1]. La sévérité du phénotype associé à la
délétion de l’un ou de l’autre de ces gènes dépend en réalité des
spécificités et redondances fonctionnelles existant entre membres
d’une famille. Notons qu’au-delà de l’EMT, ces facteurs de trans-
cription assurent d’autres fonctions. Au cours de la formation du
tube neural, les EMT-TF sont non seulement impliqués dans l’étape
de délamination mais également dans la survie des cellules en
migration et leur détermination [9, 10]. Ces facteurs peuvent éga-
lement inhiber ou, à l’inverse, contribuer à divers programmes de
différenciation [10-13]. Cette capacité à moduler le devenir cellu-
laire constitue sans nul doute l’autre caractéristique fonctionnelle
déterminante des EMT-TF.
Conséquences de la réactivation
du programme embryonnaire
dans les cancers
Les EMT-TF étaient généralement décrits comme indétectables
dans les tissus adultes, une simplification encore parfois utilisée et
inappropriée. Ces facteurs se retrouvent dans certains précurseurs
adultes, dans les dérivés du mésoderme mais également dans un
ensemble de cellules différenciées, reflet de fonctions spécifiques [1].
La protéine SNAIL2 régule ainsi le programme de différenciation
mélanocytaire [10, 11]. La protéine TWIST1 est exprimée dans la
graisse brune et y joue un rôle déterminant dans la thermogenèse
[14]. Elle contribue également à l’intégrité des vaisseaux en assurant
la cohésion intercellulaire des cellules endothéliales [15]. Les fibro-
blastes dans différents tissus (sein, endomètre, intestin) expriment
également les protéines ZEB [16, 17]. Leurs fonctions dans ce
contexte restent encore à définir. Que la très large majorité de ces
facteurs embryonnaires soit à l’inverse indétectable dans les cellules
épithéliales dans des conditions d’homéostasie est indiscutable. La
seule exception est la protéine SNAIL2 qui participe au mécanisme
de cicatrisation (kératinocytes) et orchestre la différenciation tubu-
laire des cellules épithéliales mammaires [18, 19]. Si ces facteurs sont
absents des cellules épithéliales adultes saines, à l’inverse les gènes
codants sont fréquemment réactivés dans différents types de carci-
nomes (sein, poumon, colon, rein, ORL). Leur induction aberrante
s’étend à d’autres types de modèles tumoraux dont des sarcomes,
mélanomes, gliomes et neuroblastomes [1]. En lien avec leurs fonc-
tions embryonnaires, ces facteurs de transcription ont été à l’origine
décrits comme dotés de propriétés pro-métastatiques [20], depuis
confirmées dans une pléiade d’études menées sur de multiples
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modèles cellulaires. Ces études donnent évidemment un rationnel à
la détection de cellules engagées dans un programme d’EMT sur les
fronts invasifs de tumeurs [21]. L’EMT a depuis été associée à d’autres
étapes de la dissémination métastatique, à savoir l’intravasation, la
survie des cellules dans les flux circulatoires et l’extravasation [22].
Par définition, les métastases issues de carcinomes étant des carci-
nomes, un retour vers un statut épithélial (MET) était donc supposé
précéder la colonisation du site secondaire. Si l’idée d’une succession
d’EMT et de MET était communément acceptée, la démonstration
expérimentale n’a été apportée que récemment par le biais de souris
transgéniques : en traçant des cellules épithéliales mammaires au
cours de la progression tumorale d’une part [23] et en suivant les
conséquences du maintien d’un phénotype mésenchymateux sur le
développement de métastases d’autre part [24]. La difficulté de dif-
férencier une cellule en EMT d’une cellule stromale en termes de
morphologie reste toutefois une difficulté pour s’assurer définitive-
ment de la pertinence de l’EMT in vivo. En outre, l’engagement de
cellules dans une EMT partielle, maintenant par définition une mor-
phologie épithéliale malgré des contacts intercellulaires réduits et
exprimant conjointement des marqueurs épithéliaux et mésenchy-
mateux, complique encore la mise en évidence de ce programme au
sein des tumeurs. Par ailleurs, nombreux sont ceux qui soulignent la
difficulté de détecter des cellules individualisées sur les fronts inva-
sifs. Depuis peu émerge l’idée selon laquelle la migration collective
des cellules constituerait le principal mode de dissémination. Ce type
de migration impliquerait l’engagement partiel des cellules dans un
programme d’EMT [25, 26].
En favorisant l’initiation de la cascade métastatique, on aurait pu
s’attendre à ce que l’induction de ces gènes embryonnaires constitue
invariablement un facteur de mauvais pronostic. Si une signature
transcriptomique associée à l’EMT [4] est effectivement associée à un
mauvais pronostic pour des patients atteints de cancers du sein du
sous-type basal B/claudin-low, cette association n’est pas toujours
retrouvée. Plusieurs explications peuvent être apportées. Les ana-
lyses transcriptomiques généralement menées ne prennent en consi-
dération ni les régulations post-transcriptionnelles, ni les régulations
post-traductionnelles qui régissent l’expression des EMT-TF. En
d’autres termes, la détection d’un transcrit ne se traduit pas automa-
tiquement par la production de la protéine, de surcroît active. Par
ailleurs, les EMT-TF peuvent contribuer à l’initiation ou au maintien
de l’EMT [5]. Les facteurs impliqués dans l’EMT apparaissent comme
des facteurs de mauvais pronostic lorsqu’ils sont détectés soit au
niveau de la tumeur primaire en favorisant la cascade métastatique
– c’est le cas de la protéine SNAIL1 dans le cancer du sein – soit
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mésenchymateux – c’est le cas de la protéine TWIST1 – [5]. Enfin,
d’autres fonctions oncogéniques sont associées à ces facteurs
embryonnaires. De par leur capacité à inhiber l’induction d’inhibi-
teurs de cycline kinase, plusieurs d’entre eux accordent aux cellules
un avantage prolifératif et leur permettent d’échapper à la sénes-
cence induite en réponse à une activation oncogénique [27, 28]. La
capacité de la protéine TWIST1 à moduler l’activité de la protéine p53
à différents niveaux (stabilisation, activation post-traductionnelle,
fixation à ces éléments de réponse, activation de ses gènes cibles)
fait que l’induction aberrante du gène embryonnaire est désormais
considérée comme l’un des mécanismes récurrents d’inactivation
fonctionnelle de la protéine p53 et, en tant que tel, une étape clé
dans l’initiation tumorale [27, 29-31]. L’un des meilleurs exemples est
le neuroblastome où l’amplification du gène N-MYC est invariable-
ment associée à l’induction du gène TWIST1 dans les tumeurs de
mauvais pronostic. En neutralisant la protéine p53, la protéine
TWIST1 annihile l’activité pro-apoptotique de la protéine N-MYC,
octroie de fait aux cellules un avantage de survie et contribue ainsi
à la progression tumorale [30]. Cette capacité à promouvoir la proli-
fération et la survie des cellules n’est pas limitée au modèle du neu-
roblastome puisque l’inhibition de l’expression du gène dans des
lignées tumorales mammaires, de mélanome, de sarcome et dans un
modèle de carcinogenèse pulmonaire induit la mort des cellules ou
leur entrée en sénescence [27, 32]. À ce titre, on pourrait se demander
si l’une des principales fonctions de ce facteur au cours de l’EMT ne
consisterait pas à protéger les cellules de la sénescence au cours de
leur reprogrammation. D’autres fonctions oncogéniques sont égale-
ment attribuées aux EMT-TF. Ils peuvent, entre autres, être dotés de
propriétés pro-angiogéniques [33] en favorisant la production de
VEGF et diminuer la réponse immunitaire anticancéreuse (immuno-
tolérance) [34]. Les EMT-TF impactent donc différentes phases de la
progression tumorale par des biais multiples (Figure 2). Sur la base
d’expériences menées in vitro, il semble que ces EMT-TF aient en
réalité des fonctions biphasiques, en favorisant d’une part la trans-
formation maligne (résultat de l’inhibition des mécanismes de sau-
vegarde cellulaire et de la reprogrammation génique) et, d’autre part,
la dissémination métastatique, dans un environnement permissif à
l’EMT (Figure 3). Les bases moléculaires de cette coopération restent
partiellement connues et, dans le cadre de carcinomes, implique-
raient en particulier des mécanismes de stabilisation des EMT-TF en
réponse aux signaux émis par le stroma activé [35]. Dans le cadre du
mélanome – le terme généralement employé est alors « EMT-like »,
les cellules n’étant pas épithéliales –, la transition est le résultat d’alté-
rations géniques secondaires amplifiant le signal mitotique [36].
Notons que la transformation néoplasique et l’initiation de la cascade
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métastatique peuvent être concomitantes. Dans ces cas particuliers,
limités à ce jour aux cancers du sein et de l’œsophage, la réactivation
de gènes embryonnaires pourrait conduire à une dissémination pré-
coce de cellules cancéreuses (ou précancéreuses) dès le stade
d’hyperplasie [37, 38].
Dans l’hypothèse d’une dissémination de cellules individualisées
en EMT, pour que cette cellule puisse donner naissance à une tumeur
secondaire, avec une hétérogénéité similaire à la tumeur dont elle
est issue, encore faut-il qu’elle soit dotée de potentiels d’auto-renou-
vellement et de différenciation. Ces propriétés sont celles commu-
nément attribuées aux cellules souches cancéreuses, qui ont conduit
le Dr Thomas Brabletz à proposer pour la première fois en 2005 la
notion de « cellule souche cancéreuse métastatique » [39]. Bien
qu’aucune donnée ne puisse aujourd’hui confirmer ou infirmer cette
possibilité, de nombreuses études soulignent l’existence d’une inter-
relation ou tout au moins d’une superposition entre programmes
d’EMT et de dédifférenciation. La première démonstration fut
apportée par des études menées conjointement par le laboratoire du
Pr RA. Weinberg et le nôtre en 2008 dans un modèle de transforma-
tion in vitro de cellules épithéliales mammaires [40, 41]. L’expression
successive de protéines oncovirales et d’une oncoprotéine mitogé-
nique conduit à l’engagement des cellules en EMT et à l’acquisition
conséquente de certaines propriétés de cellules souches : une capa-
cité à générer des mammosphères en condition de faible adhérence,
un phénotype antigénique à l’origine octroyé aux cellules souches
mammaires et un potentiel tumorigène dans des conditions de dilu-
tion limite. Pour autant, l’EMT n’est pas toujours associée à l’acqui-
sition de propriétés de cellules souches. Plus vraisemblablement, on
peut imaginer que l’engagement des cellules en EMT et la repro-
grammation associée amènent les cellules à un stade « plastique » à
partir duquel elles peuvent éventuellement davantage se dédifféren-
cier en fonction des altérations génétiques subies et du niveau d’acti-
vation de certaines voies intracellulaires. Le passage à cet état parti-
culier pourrait être une composante importante de la transformation
cellulaire et donner une explication à la dédifférenciation de cellules
épithéliales et de fibroblastes observée dans des tests de transforma-
tion in vitro [40-42].
L’importance des reprogrammations induites par les EMT-TF dans
la transformation néoplasique s’étend bien au-delà des carcinomes
et de l’EMT à strictement parler. L’analyse de leurs fonctions dans la
mélanomagenèse a ainsi révélé que certains d’entre eux sont essen-
tiels à la différenciation et la survie des mélanocytes. En réponse à
l’activation de la voie NRAS/BRAF récurrente dans les mélanomes,
une reprogrammation des EMT-TF s’opère. Les EMT-TF normalement
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■ Figure 2. Conséquences liées à l’induction des programmes d’EMT et de MET au cours de la progression tumorale.
EMT : transition épithélio-mésenchymateuse ; MET : transition mésenchymato-épithéliale. ■
capables, à l’inverse, de favoriser la transformation néoplasique des
cellules et leur dissémination métastatique aux dépens des pro-
grammes de différenciation. Cette transition, confirmée dans des
échantillons de patients, est statistiquement associée à un facteur de
mauvais pronostic. Dans ce cadre précis, les EMT-TF se comportent
donc soit comme des gènes suppresseurs de tumeurs, soit comme
des oncoprotéines. L’importance de la dédifférenciation et de la
reprogrammation génique dans la transformation reste cependant
une constante [36].
Si l’EMT se traduit éventuellement par un changement phénoty-
pique et par l’acquisition de propriétés migratoires et invasives (pour
une EMT totale), la reprogrammation génique associée a en réalité
des conséquences multiples, en termes d’activation de voies de
9
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signalisation, de structure du cytosquelette et de métabolisme. Toutes
ces modifications contribuent à octroyer aux cellules une résistance
accrue aux traitements thérapeutiques, en déjouant l’effet de drogues
dirigées contre certaines voies de signalisation, en inhibant l’effica-
cité d’agents cytotoxiques et en perturbant l’activation de pro-dro-
gues (Figure 4) [43]. Cette résistance acquise est également le résultat
de l’expression de transporteurs qui favorisent l’efflux des drogues
mais également des propriétés intrinsèques des EMT-TF. Ces derniers
activent les voies de survie dépendantes des protéines NF-κB et
PI3K/AKT, modifient la différence de potentiel des membranes des
mitochondries en altérant l’expression ou l’activité des protéines de
la famille BCL2 et inhibent l’expression ou l’activité des récepteurs
des œstrogènes, annihilant de fait l’efficacité des hormonothérapies
[43]. Nombre de ces facteurs embryonnaires sont induits dans des
conditions de stress dont les compressions mécaniques et les stress
oxydatifs [1]. Il n’est donc pas surprenant que l’émergence de cellules
résistantes à des traitements thérapeutiques in vitro soit fréquemment
associée à l’EMT et que les tumeurs résistantes présentent un enri-
chissement en marqueurs mésenchymateux [44-46]. La plasticité cel-
lulaire octroyée en particulier par l’engagement partiel des cellules
en EMT leur permet de survivre dans un environnement hostile
(intrinsèque à la tumeur ou induit par une thérapie), de se réadapter
constamment aux changements micro-environnementaux, de colo-
niser par ce biais de nouveaux sites et d’échapper aux différents
systèmes de protection élaborés par l’organisme.
Quelles pistes pour les stratégies
thérapeutiques anti-EMT ?
L’EMT étant désormais considérée comme un programme à part
entière dans l’émergence de mécanismes de résistance aux thérapies
classiques, l’un des enjeux à venir est de pouvoir en neutraliser les
effets. Malgré les multiples stratégies envisagées in vitro, du ciblage
de certaines voies de signalisation à l’inhibition de l’activité des fac-
teurs de transcription embryonnaires, la complexité des voies qui
régissent ce mécanisme et des interactomes élaborés par les EMT-TF
diminue clairement les chances de réussite de ce type d’approche.
Les seuls espoirs, à ce jour, ont été apportés par le criblage de
composés chimiques capables d’éradiquer spécifiquement les cel-
lules en EMT [47]. L’un d’entre eux, la salinomycine, un inhibiteur
de pompe potassique, est actuellement en essai clinique. Si cette
drogue s’avère efficace sur certaines lignées mésenchymateuses, il
restera à vérifier qu’elle l’est indépendamment des signaux et/ou
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■ Figure 3. Fonctions biphasiques des inducteurs d’EMT.
En favorisant l’échappement aux systèmes de sauvegarde cellulaires (sénescence, apoptose) et en induisant des reprogrammations géniques,
les EMT-TF favorisent la transformation maligne et accordent aux cellules des avantages de survie et de prolifération essentiels aux différentes
phases de la progression tumorale. Ces fonctions se traduisent par l’engagement partiel des cellules dans un programme d’EMT (EMT partielle)
avec le maintien d’une morphologie épithéliale. Adjoint à un environnement permissif lié à la production de cytokines par le stroma activé
ou à l’amplification d’un signal mitotique (dans le cadre du mélanome), l’engagement dans le programme d’EMT est finalisé (EMT totale) et
se traduit par l’acquisition de propriétés migratoires et invasives, conduisant à l’initiation de la cascade métastatique.
EMT : transition épithélio-mésenchymateuse ; TF : facteurs de transcription. ■
le terme d’EMT se cache une diversité d’états cellulaires, définir le
réel spectre d’action de cette molécule sera donc déterminant. Pour
autant, l’identification d’une telle drogue constitue une avancée signi-
ficative, et son efficacité en adjonction à des traitements classiques




par les inducteurs d’EMT.
Si le maître mot de l’EMT est d’accorder aux cellules une plasticité
exacerbée, le dessein d’une stratégie anti-EMT pourrait reposer sur
sa capacité à figer les cellules dans un état avant de les soumettre à
une thérapie classique. Puisque la plasticité résulte de reprogramma-
tions géniques, des molécules visant les histone-déacétylases
(comme le panobinostat ou la trichostatine A) ou les DNA méthyl
transférases (comme la 5-aza cytidine) pourraient s’avérer efficaces.
Dans un premier modèle de cellules de carcinome mammaire, le
traitement de cellules en EMT par un inhibiteur d’histone-déacétylase
restaure effectivement l’expression de la E-cadhérine et resensibilise
les cellules à diverses molécules de thérapie classique [48]. Une alter-
native serait, sur la base du principe de la thérapie par différencia-
tion, de parvenir à engager les cellules dans à un stade de
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différenciation tel que toute plasticité soit perdue. L’acide rétinoïque
semble en particulier prometteur puisque non seulement il permet
la diminution du nombre de cellules mésenchymateuses issues de la
mise en culture de cellules du canal atrioventriculaire de poulet mais
il insensibilise aussi les cellules au traitement par une cytokine
connue pour promouvoir l’EMT (le TGF-β) [49]. Le fait que des
lignées tumorales mésenchymateuses puissent dans les conditions
de culture appropriées se différencier en adipocytes, chondrocytes
ou ostéocytes constitue également une observation encourageante
[50]. Reste néanmoins à identifier par quels mécanismes l’activité des
EMT-TF pourrait être réorientée et à trouver le moyen de mettre à
profit ces informations.
Perspectives
Analysée à l’origine à travers ses deux points ultimes que sont les
états épithéliaux et mésenchymateux, la réactivation de ces pro-
grammes embryonnaires n’a longtemps été considérée que de par
son rôle dans la dissémination métastatique. Au vu de l’importance
de la survenue de métastases dans le devenir des patients, ce point
reste à juste titre le principal étudié. Pour autant, la contribution de
l’EMT dans l’initiation tumorale ainsi que les problèmes de récidive
ont, ces dernières années, mis en exergue un autre de ses aspects
néfastes à savoir l’octroi aux cellules d’une plasticité exacerbée. Nul
doute que les cellules les plus plastiques sont également celles les
plus à même de coloniser des sites secondaires et les plus difficiles
à traiter. Comprendre les composantes de cette plasticité pour mieux
la déjouer sera certainement l’un des enjeux principaux pour les
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■ Figure 4. Mécanismes divers par lesquels l’EMT favorise la résistance aux traitements thérapeutiques.
EMT : transition épithélio-mésenchymateuse. ■
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